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1.1 Struktur der TFF-Peptide 
TFF3, ursprünglich “intestinal trefoil factor” oder hP1.B genannt (Suemori et al. 1991, 
Hauser et al. 1993), ist ein Vertreter der „trefoil factor family“ (TFF). Bis heute sind 
drei humane sezernierte TFF-Peptide (kurz TFFs) bekannt. Neben TFF3 existieren 
noch TFF1 (früher pS2) und TFF2 (früher spasmolytic peptide, SP) (Wong et al. 
1999, Hoffmann et al. 2001, Hoffmann & Jagla 2002, Taupin & Podolsky 2003, 
Hoffmann 2005). Die einheitliche Namensgebung dieser Peptidfamilie bei Säugern 
wurde auf einem Kongress 1997 (Conférence Philippe Laudat) beschlossen (Wright 
et al. 1997). Allen drei Peptiden ist die TFF-Domäne (früher P-Domäne) gemein, in 
der die konservierte Anordnung von sechs Cysteinresten zur Bildung von drei 
Disulfidbrücken (Cys1-Cys5, Cys2-Cys4, Cys3-Cys6) führt. Die an ein Kleeblatt 
erinnernde Struktur gibt den TFFs ihren Namen (Thim 1989, Podolsky et al. 1993). 
Sie bestehen dabei aus einer (TFF1, TFF3) oder zwei (TFF2) TFF-Domänen. Die 
komplexe Anordnung der Disulfidbrücken ist vermutlich ein Grund für die Resistenz 
gegenüber proteolytischem Abbau, speziell im Magen (Thim und May 2005, Kjellev 
2009). Jedoch konnten im Magensaft verkürzte TFF3-Formen nachgewiesen werden 
(Kouznetsova et al. 2004). Humanes TFF3 stellt ein sezerniertes, 59 
Aminosäurereste langes Polypeptid dar (Hauser et al. 1993). Die Primärstruktur von 
TFF3 enthält sieben Cysteinreste. Bei der Herstellung von rekombinantem TFF3 
konnte ein über Cystein-57 Disulfid-verknüpftes TFF3-Homodimer beobachtet 
werden (Chinery et al. 1995, Thim et al. 1995, Kinoshita et al. 2000, May et al. 2003) 
(Abb. 1).  
 




Der N-terminale Glutamatrest von humanem TFF1 sowie von rekombinantem TFF2 
aus Hefen, ist nicht zyklisiert um einen Pyroglutamatrest zu bilden (Thim und May 
2005). Außerdem wurden die 3D-Strukturen von rekombinantem TFF3-Monomer und 
dem TFF3-Homodimer ermittelt (Lemercinier et al. 2001, Muskett et al. 2003). 
1.2 Synthese der TFF-Peptide 
Alle drei TFF-Gene liegen als Cluster innerhalb eines 54,5 kb großen Abschnitts auf 
Chromosom 21q22.3 in der Anordnung tel-TFF1-TFF2-TFF3-cen. Die Transkription 
aller drei Gene verläuft in Richtung des Centromers (Gött et al. 1996; Seib et al. 
1997). Die TFFs werden alle über Vorstufen synthetisiert, welche abspaltbare N-
terminale Signalsequenzen typisch für sezernierte Proteine enthalten (Thim und May 
2005). Die TFFs werden in unterschiedlichen Mengen von allen Teilen des humanen 
Verdauungstraktes sezerniert (Tab. 1). TFF3 scheint dabei das „Standard“-TFF-
Peptid zu repräsentieren, welches in allen Organen des Gastrointestinaltraktes 
nachgewiesen werden kann. TFF1 und TFF2 werden dagegen vorwiegend im Magen 
exprimiert. Die TFF synthetisierenden Gewebe des Verdauungstraktes beginnen in 
der oralen Mukosa. Dort konnten TFF1, TFF2 und TFF3 in der 
Unterkieferspeicheldrüse (Glandula submandibularis) und der Lippendrüse 
(Glandulae labiales) nachgewiesen werden. Das vorherrschende TFF-Peptid ist dort 
TFF3 (sezerniert aus Glandula submandibularis) und bildet einen wichtigen Teil des 
Speichels (Jagla et al. 1999, Hoffmann 2012). Auch im Ösophagus ist TFF3, als 
Sekretionsprodukt submukosaler Drüsen, das dominierende TFF-Peptid 
(Kouznetsova et al. 2007, Hoffmann 2012). Eine komplexe Verteilung der TFF-
Expression findet sich im Magen wieder; dort werden größere Mengen aller TFFs 
synthetisiert (Kouznetsova et al. 2011). Im Magen findet eine TFF3-Expression nur in 
den Grenzbereichen des Magens, in der Cardia- und Antrumregion, statt 
(Kouznetsova et al. 2004, 2007, 2011). An der antroduodenalen Überganszone 
kommt es zu einer Veränderung der TFF-Expression. TFF1 lässt sich im Darm auf 
Proteinebene nicht nachweisen, wohingegen TFF2 von den Brunner-Drüsen gebildet 
wird. TFF3 wird sowohl in den Brunner-Drüsen als auch in den Becherzellen des 
Dünn- und Dickdarms synthetisiert (Hoffmann 2012). Des Weiteren können 
signifikante Mengen an TFF3 auch im humanen Mekonium nachgewiesen werden 




Tab. 1: Verteilung der TFF-Synthese und Co-Expression der sekretorischen Muzine im 
humanen Verdauungstrakt (nach Hoffmann 2012) 
Organ Zelle TFF-Peptid sekretorische Muzine 
Speicheldrüsen Glandula submandibularis (TFF1, TFF2), TFF3 MUC5B, MUC7, MUC19 
 Glandulae labiales (TFF1, TFF2), TFF3 MUC5B, MUC7, MUC19 
Oesophagus Submuköse Drüsen TFF3 MUC5B 
Magen SMCs der Cardia- und 
Antrumregion 
TFF1, TFF3 MUC5AC 
 Corpus SMCs TFF1 MUC5AC 
 Nebenzellen TFF2 MUC6 
 Antrumdrüsenzellen TFF2 MUC6 
Darm Brunner-Drüsen TFF2, TFF3 MUC6 
 Becherzellen TFF3 MUC2 
Ampulla Vateri Becherzellen TFF3 MUC5AC, MUC5B 
Pankreas Ausführgänge, Langerhans-
Inseln 
(TFF1), TFF3 (MUC6) 
Leber LBDs, SBDs, PBGs TFF1, (TFF2), TFF3 MUC6 
Gallenblase Epithelzellen (TFF1), (TFF2), TFF3 MUC5B, MUC6 
    
Geringe Mengen in Klammern angegeben; SMC=surface mucous cell (Oberflächenepithelzellen), LBD=large biliary duct (großer 
Gallengang), SBD=small biliary duct (kleiner Gallengang), PBG=peribiliary gland (peribiliäre Drüsen) 
Neben seinem Hauptsyntheseort in intestinalen Becherzellen (Hauser et al. 1993, 
Podolsky et al. 1993) findet man TFF3 auch in anderen humanen Organen wie z.B. 
im endokrinen Anteil des Pankreas (Jackerott et al. 2006), in der Ampulla Vateri 
(Paulsen et al. 2005), im Respirationstrakt (Wiede et al. 1999), im Uterus (Wiede et 
al. 2001), in der Vagina (Madsen et al. 2007), im Harntrakt (Rinnert et al. 2010), in 
der Bindehaut (Langer et al. 1999), im efferenten Tränennasengang (Paulsen et al. 
2002), in verwundeten Cornea-Bereichen der äußeren Augenhaut (Paulsen et al. 
2008) und im Hypothalamus (Jagla et al. 2000). 
1.3 Funktion der TFF-Peptide 
Trotz intensiver Forschung ist die molekulare Funktion von TFF3 bis heute nicht 
abschließend geklärt. Dieses Peptid ist an unterschiedlichen mukosalen Schutz- und 
Reparaturprozessen beteiligt und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Integrität 
muköser Epithelien (Übersichtsartikel: Wong et al. 1999, Taupin & Podolsky 2003, 
Hoffmann 2006). Beispielsweise fördert TFF3 eine schnelle Reparatur mittels 
Zellmigration, einem Prozess der „Restitution“ genannt wird und der als schnelle 
Antwort auf Mikroläsionen eines mukösen Epithels zu betrachten ist (Übersicht: 
Hoffmann 2005). TFF3 stimuliert dabei die Zellmigration durch Chemotaxis 
(Chwieralski et al. 2004). Der motogene Effekt wurde auch in unterschiedlichen in 
vitro Wundheilungsmodellen gezeigt (Dignass et al. 1994, Paulsen et al. 2008). 




regenerative Effekte präsentiert (Übersicht: Hoffmann und Jagla, 2002). Ergebnisse 
im Colitis-Modell zeigen klar, dass nur eine luminale, jedoch nicht die systemische 
Verabreichung von rekombinantem TFF3 protektiv wirkt (Poulsen et al. 2005). 
Außerdem stabilisiert eine ektopische Expression von TFF3 im Jejunum die Mukosa 
gegen gesundheitsschädigende Stoffe (Marchbank et al. 2001). Ferner schützt die 
Sekretion von TFF3 durch einen genetisch modifizierten Lactococcus lactis-Stamm 
effektiv vor Dextran-Natriumsulfat (DSS)-induzierter Colitis (Vandenbroucke et al. 
2004). Dagegen zeigen TFF3-KO-Mäuse eine erhöhte Anfälligkeit im DSS-Colitis-
Modell (Mashimo et al. 1996). Interessanterweise wurde gezeigt, dass nur TFF3-
Dimere und nicht TFF3-Monomere vor experimentell-induzierter Colitis schützen, 
wenn sie luminal verabreicht wurden. Im Gegensatz dazu erhöhte eine systemische 
Applikation des TFF3-Mono- und –Dimers die Wahrscheinlichkeit einer Colitis 
(Poulsen et al. 2005). Dennoch zeigten beide TFF3-Formen in vitro motogene Effekte 
(Kinoshita et al. 2000, Oertel et al. 2001). Zudem gibt es Berichte, dass für einen 
Schutz gegen Apoptose in vitro das TFF3-Dimer benötigt wird (Kinoshita et al. 2000). 
Auch zeigen aktuelle Studien sowohl pro- als auch antiapoptotische Eigenschaften 
von TFF3 (Rösler et al. 2010, Taupin et al. 2000). Allerdings sind hierbei die von 
TFF3 ausgelösten Signalwege der motogenen und antiapoptotischen Wirkung von 
unterschiedlicher Herkunft (Kinoshita et al. 2000). Zudem nimmt das TFF3-Dimer in 
vitro in der humanen bronchialen Epithelzelllinie BEAS-2B Einfluss auf die 
Entzündungsreaktion durch Regulation der Interleukine IL-6 und IL-8, welche mittels 
Tumornekrosefaktor-  (TNF- )-Stimulation sezerniert wurden (Graness et al. 2002). 
Bis heute wurden noch keine spezifischen TFF-Rezeptoren charakterisiert, was die 
Suche nach der molekularen Funktion von TFF3 deutlich erschwert. Ein potentieller 
Kandidat könnte der CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) sein (Hoffmann 
2009). So aktiviert zum Beispiel TFF2 CXCR4 in epithelialen und lymphozytischen 
Krebszelllinien (Dubeykovskaya et al. 2009).  
1.4 Pathophysiologische Betrachtung von TFF3 
Eine TFF3-Expression mit pathologischem Hintergrund findet man in entzündlichen 
Vorgängen muköser Epithelien, besonders in der sogenannten „Ulcera-assoziierten 
Zelllinie“ (Hauser et al. 1993) aber auch im Knorpelgewebe während Arthritis (Rösler 
et al. 2010). Ferner ist die TFF3-Expression während der mehrstufigen 
Kolonkarzinogenese Veränderungen unterworfen. Dabei konnte gezeigt werden, 




kommt, während die TFF3-Expression in Adenomen dann wieder auf einen 
physiologischen Wert ansteigt. In mukoiden Adenokarzinomen steigt die TFF3-
Expression wieder an, wohingegen es bei stark invasiven Karzinomzellen zu einer 
signifikanten Senkung der TFF3-Expression kommt (John et al. 2007). Eine erhöhte 
TFF3-Expression konnte in einigen neoplastischen Geweben wie zum Beispiel im 
mukösen Hautkarzinom (Hanby et al. 1998), im Mammakarzinom (Theisinger et al. 
1996, Poulsom et al. 1997, May und Westley 1997), im Magenkarzinom (Leung et al. 
2002, Kirikoshi und Katoh 2002, Aikou et al. 2011) und im Kolonkarzinom (Taupin et 
al. 1996, Efstathiou et al. 1998) nachgewiesen werden. 
1.5 TFF-Peptide und Muzine 
Üblicherweise wird TFF3, wie auch die anderen TFF-Peptide, als typischer 
Bestandteil der gastrointestinalen Mukusschicht in unterschiedlichen Muzin-
sezernierenden Zellen exprimiert (Hoffmann und Jagla 2002, Hoffmann 2012) (Tab. 
1). Als Teil des intestinalen Sekretionssystems werden sie nach der üblichen 
Synthese und Prozessierung am Endoplasmatischen Retikulum (ER) im 
Golgiapparat in Mukusgranula verpackt und gemeinsam mit den Muzinen sezerniert. 
Zusammen mit dem Gel-bildenen Muzin MUC2 bildet TFF3 einen Bestandteil des 
intestinalen Mukus (Podolsky et al. 1993). Die Beschaffenheit der intestinalen 
Mukusschicht ist maßgeblich durch die Synthese und Sekretion von MUC2 durch 
Becherzellen geprägt (Johansson et al. 2008, 2010, Kim und Ho 2010, Gouyer et al. 
2011). Allerdings werden TFF3 und MUC2 in intestinalen Becherzellen 
unterschiedlich reguliert (Matsuoka et al. 1999). 
1.6 Aufbau der Mukusschicht im Kolon 
Der Hauptsyntheseort von TFF3 sind intestinale Becherzellen (Hauser et al. 1993, 
Podolsky et al. 1993). TFF3 bildet zusammen mit dem Muzin MUC2 einen 
charakteristischen Teil der Mukusschicht. 
Aktuelle Studien zeigen zudem ein neues Bild der Mukusschicht im Kolon. Sie 
bedeckt die Oberflächenepithelzellen nicht nur einfach, sondern ist dabei in zwei 
Schichten organisiert. Atuma et al. zeigten 2001 durch Studien am gastrointestinalen 
Trakt der Ratte, dass zwischen einer inneren, festhaftenden und einer äußeren, 
nicht-haftenden Mukusschicht unterschieden werden muss. Detailliertere Studien an 
der Maus verdeutlichen eine Schichtdicke von 50 µm für die innere und 100 µm für 




das gelbildende Muzin MUC2 geformt. Dabei wurde auch deutlich, dass die innere 
Mukusschicht nicht durch Bakterien kolonisiert ist und somit als effektive bakterielle 
Barriere anzusehen ist (Johansson et al. 2008). Anschließend konnte gezeigt 
werden, dass symbiotische Mikroorganismen nur in der äußeren Mukusschicht leben 
(Johansson et al. 2010, Hansson und Johansson 2010). 
MUC2 ist ein hochglykosyliertes Glykoprotein, das aus 5179 Aminosäureresten 
besteht (UniProtKB/Swiss-Prot Accession Q02817). Die multiplen O-
Glykosylierungsstellen befinden sich in repetitiven Prolin-, Threonin- und 
Serinreichen Domänen (PTS-Domänen) und verleihen Muzinen eine 
charakteristische langgestreckte Struktur (Abb. 2A). Die zwei PTS-Domänen im 
MUC2-Protein werden durch zwei CysD-Domänen unterbrochen (Abb. 2A). Die 
CysD-Domäne, welche durch intramolekulare Disulfidbrücken mit MUC2 verbunden 
ist, bildet nicht kovalent-verknüpfte Dimere, und führt somit zu einer Quervernetzung 
von MUC2 (Ambort et al. 2011). Am N- und C-Terminus von MUC2 befinden sich 
große cysteinreiche Domänen in denen von Willebrand-Domänen (Typ C und D) 
dominieren (Gum et al. 1994) (Abb. 2A). Bei der Biosynthese wird MUC2 zunächst im 
Endoplasmatischen Reticulum (ER) co-translational N-glykosyliert und anschließend 
direkt durch intermolekulare Disulfidbrücken an den C-terminalen „Cysteinknoten“ 
(CK)-Domänen dimerisiert (Asker et al. 1995, Asker et al. 1998). Die Faltung und 
Dimerisierung von MUC2 verlangt zusätzliche Unterstützung durch eine Protein-
Disulfid-Isomerase (PDI) wie Anterior gradient homolog 2 (AGR2) (Park et al. 2009). 
Nachdem das MUC2-Dimer die Qualitätskontrolle im ER passiert hat, gelangt es in 
den Golgi-Apparat, um dort an den Serin- und Threoninresten der PTS-Domänen O-
glykosyliert zu werden (Asker et al. 1998; Axelsson et al. 1998). Dabei enthält der 
größte Teil der O-Glykane die Core-Region 3 (GalNAc, NeuAc, GlcNAc) (Abb. 2A). 
Bei einem Vergleich der MUC2-O-Glykan-Strukturen und deren Vorkommen bei 25 
gesunden Menschen konnten relativ einheitliche Muster beobachtet werden, was im 
Kontrast zum polymorphen Profil bei der Blutgruppenbestimmung steht (Johansson 
et al. 2010). Nachdem die MUC2-Dimere in die sekretorischen Vesikel sortiert 
wurden, aggregiert MUC2 am N-Terminus weiter zu MUC2-Trimeren (Godl et al. 
2002). Dieser intermolekulare Vorgang wird zudem durch den niedrigen pH-Wert der 
sekretorischen Vesikel unterstützt. Eine zusätzliche Trimerisierung scheint wichtig für 
die Ausbildung der typischen netzartigen Struktur von MUC2-Trimeren zu sein (Abb. 




zusätzliche Querverbindungen innerhalb des MUC2-Gels gebildet. Diese spielen 
vermutlich eine wichtige Rolle beim Aufbau des Mukus und wirken sich auf 
Eigenschaften, wie z.B. der Porengröße der Mukusschicht, aus (Ambort et al. 2011). 
Die MUC2-Trimere liegen nun stark komprimiert in den Muzingranulae innerhalb der 
Becherzellen gespeichert vor (Abb. 2C). Während der Exozytose werden diese 
Granulae entleert und das MUC2-Netzwerk kann sich im Volumen wahrscheinlich um 
das Hundertfache entfalten (Verdugo 1990). 
 
Abb. 2: Biosynthese und Struktur der MUC2-Domänen: (A) Struktur der MUC-2-Domänen. MUC2 
besitzt vier vollständige und eine unvollständige von Willebrand D-Domänen (D1-D4; D´) und 
zusätzlich cysteinreiche N- und C-terminale Bereiche (CCK-Domäne am C-Terminus). Die Serin-, -
Threonin- und Prolinhaltigen, zentralen PTS-Domänen werden O-glykosyliert und durch zwei CysD-
Domänen unterbrochen. (B) Co- bzw. post-translationale Modifizierung und Sekretion des MUC2-
Netzwerkes aus den Becherzellen. Durch intermolekulare Disulfidbrücken bildet MUC2 im 
Endoplasmatischen Reticulum C-terminale Dimere und wird N-glykosyliert (1). Anschließend wird es 
im Golgi-Apparat O-glykosyliert (2) und in sekretorische Vesikel sortiert, wo MUC2 am N-Terminus 
weiter zu Trimeren aggregiert (3) und sezerniert wird (4). Die innere Mukusschicht wird durch 
proteolytische Spaltungen in die äußere Mukusschicht umgewandelt, wodurch es zu einer 
Volumenzunahme der äußeren Mukusschicht kommt (5). (C) Aufbau und Biosynthese der inneren und 
äußeren Mukusschichten. Die entstandenen Muzin-Granulae werden, bevor sie sezerniert werden, in 




Intrazellulär werden Muzine durch Anlagerung hoher Ca2+- und H+-Konzentrationen 
komprimiert, wodurch abstoßende Kräfte der negativen Ladungen an den 
anionischen Zuckerketten der Muzine abgeschirmt werden (Verdugo 1991, Perez-
Vilar 2007). Vermutlich kommt es nach Entleerung der Granulae zur schnellen 
Dissoziation dieser Ca2+- und H+-Ionen durch Anlagerung an Hydrogencarbonat 
(HCO3-). Die abstoßenden intramolekularen Kräfte der dann exponierten negativ 
geladenen Zuckerketten führen somit zur schnellen Expansion der Muzin-Moleküle 
(Garcia et al. 2009). Die innere, festhaftende Mukuschicht wird durch die 
Sekretionsleistung der Becherzellen konstant erneuert, wobei die geschichteten 
inneren Mukusschichten nach außen wandern und letztlich in die äußere, nicht-
haftende Mukusschicht übergehen (Abb. 2C). Proteolytische Aktivitäten scheinen 
diesen Prozess dabei zu unterstützen, ohne jedoch das polymere MUC2-Netzwerk 
aus intermolekularen Disulfidbrücken vollständig zu zerstören. Eine zusätzliche 
Wasserbindung an die Glykanseitenketten der Muzine könnte, durch Zunahme des 
hydrodynamischen Radius, ein zusätzliches Aufquellen der äußeren Mukusschicht 
begünstigen.Der dazugehörige Mechanismus für diese Neugestaltung der äußeren, 
nicht-haftenden Mukusschicht ist bis jetzt jedoch noch nicht geklärt (Hansson und 
Johansson, 2010). 
1.7 Ziele der Dissertation 
Bislang gibt es keine proteinchemischen Untersuchungen von nativem TFF3, das 
aus humanen Gewebeproben extrahiert wurde. Bis jetzt wurde lediglich in Hefen 
produziertes rekombinantes TFF3 proteomanalytisch charakterisiert (Thim et al. 
1995). Alle Informationen zur TFF3-Biosynthese bzw. zur Funktion basieren lediglich 
auf vorhergesagten cDNA-Sequenzen rekombinanter Proteine und anti-TFF3-
Antikörpern z.B. gegen synthetische Peptide. Zudem wurden die meisten 
proteinbiochemischen Analysen überwiegend unter denaturierenden, reduzierenden 
Bedingungen durchgeführt, wodurch eine Charakterisierung der Biosynthese und 
möglicher Protein-Wechselwirkungen von TFF3 nur bedingt möglich sind. Vereinzelte 
Studien berichten über ein mögliches Vorhandensein von TFF1-TFF3-Heterodimeren 
sowie TFF3-Monomere in Dünndarmproben eines Patienten mit Morbus Crohn 
(Chinery et al. 1995). Westley et al. (2005) haben jedoch gezeigt, dass TFF1 Disulfid-
verknüpfte Heterodimere mit Gastrokin-2 (GKN2) bildet. Zudem liegen bislang nur 
unbefriedigende Ergebnisse bezüglich der motogenen Eigenschaften von TFF3 vor. 




gezeigt werden konnten (Dignass et al. 1994, Paulsen et al. 2008), sind diese Effekte 
mit denen anderer motogener Signalpeptide, wie z.B. dem Epidermalen 
Wachstumsfaktor EGF, (epidermal growth factor) nicht vergleichbar. Deutlich wird 
dies vor allem daran, dass zur Erzielung ähnlicher motogener Effekte die 400fache 
Menge an rekombinantem TFF-3-Dimer eingesetzt werden musste (siehe Dürer et al. 
2007). Die Gründe dafür könnten sein, dass alle bisherigen Experimente mit 
rekombinantem TFF3-Monomer und -Homodimer durchgeführt wurden. Darüber 
hinaus zeigen in vivo Studien deutlichere protektive und regenerative Effekte von 
TFF3 (Mashimo et al. 1996, Marchbank et al. 2001, Übersicht: Hoffmann und Jagla 
2002, Vandenbroucke et al. 2004). Folglich ist die Aufklärung von Form und Struktur 
nativer TFF3-Formen wichtig, um Rückschlüsse auf die Funktion ziehen zu können. 
Dabei könnten posttranslationale Modifikationen (z.B. S-Sulfhydrierungen durch 
Freisetzung, Mustafa et al. 2009) oder N-terminale Verkürzungen von Bedeutung 
sein. Verkürzte TFF3-Formen konnten im Magensaft nachgewiesen werden 
(Kouznetsova et al. 2004). Zudem ist es wichtig, Erkenntnisse über mögliche 
Bildungen von Homodimeren oder Heteromeren mit Partnerproteinen zu gewinnen. 
Da TFF-Peptide generell mit Muzinen assoziiert sind, soll im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit nun das aus humanen Kolonproben isolierte TFF3 
proteinbiochemisch charakterisiert werden, um weitere Erkenntnisse zur Biosynthese 
von TFF3 zu erhalten. 
 
Material und Methoden 
 
 18 
2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Chemikalien 
Die für diese Arbeit verwendeten Chemikalien in analysereiner Qualität (p.a.) 
stammen von den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Merck 
(Darmstadt, Deutschland), Riedel-de-Haën (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe, 
Deutschland) und Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland). Lieferanten 
anderer Chemikalien werden gesondert im Text angegeben. Zur Anfertigung von 
Lösungen wurde deionisiertes gereinigtes Wasser verwendet (Ultra Clear TWF 
Reinstwassersystem, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, 
Barsbüttel, Deutschland) (Tab. 2). 
Tab. 2: Systemdaten des Ultra Clear TWF Reinstwassersystems 
Produktwasserleistung 1,8 [L/min] 
Leitfähigkeit bei 25°C 0,055 [µS/cm] 
Widerstand bei 25°C 18,2 [M · cm] 
TOC Gehalt < 1 [ppb] 
Bakterien < 1 [KbE/mL] 
Endotoxine < 0,001 [EU/mL] 
Partikel > 0,1 µm < 1 [Stk./mL] 
Permeat Leitfähigkeit < 0,2  [µS/cm] 
 
2.1.2 Gewebe 
Alle Untersuchungen folgten den Grundsätzen der Erklärung von Helsinki und 
wurden von der Ethikkommision der Medizinischen Fakultät der Universität 
Magdeburg genehmigt. Zur Probengewinnung wurde humanes Gewebe, speziell der 
Bereich der Tunica mucosa und Tela submucosa, aus dem Antrum, Duodenum und 
Kolon resektiert. Die chirurgischen Eingriffe wurden unter Leitung von Prof. Dr. med. 
Frank Meyer (Universitätsklinik für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie, 
Magdeburg) durchgeführt. Die Tunica muscularis wurde dabei gezielt entfernt. Die 
Gewebeproben wurden nur dann in die Untersuchungen eingeschlossen, wenn die 
formelle histopathologische Überprüfung der Proben durch PD OA Dr. med. Thomas 
Kalinski (Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Magdeburg) neoplastische 
Veränderungen ausschloss. Die Proben wurden bei -80°C gelagert. 
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2.1.3 Antikörper und rekombinantes TFF3 
Für den immunologischen Nachweis von TFF3 wurde ein affinitätsgereinigter 
polyklonaler Primär-Antikörper (anti-hTFF3-3) verwendet (Tab. 3). Dieser Antikörper 
wurde gegen das Peptid FKPLQEAECTF generiert (Aminosäurereste 49-59 von 
hTFF3), das für die Immunisierung an Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelt 
wurde (Wiede et al. 1999). Für den Nachweis von humanem IgG Fc binding protein 
(FCGBP) wurde ein kommerzielles polyklonales Antiserum gegen humanes FCGBP 
(HPA003564, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland) verwendet (Tab. 3). 
Beide Antikörper wurden im Kaninchen generiert. Als Sekundär-Antikörper wurde ein 
Peroxidase-gekoppeltes anti-Kaninchen-IgG (H+L) (PI-1000, Vector Laboratories, 
Burlingame, U.S.A.) in einer 1:4000 Verdünnung verwendet. Als Referenzprotein 
wurde rekombinantes TFF3-Dimer aus Saccharomyces cerevisiae verwendet, 
welches freundlicherweise von Dr. L. Thim (Novo Nordisk A/S, Maaloev, Denmark) 
zur Verfügung gestellt wurde. 
Tab. 3: Verwendete Antikörper 
Name Peptid Kopplung Verdünnung Literatur 
anti-hTFF3-3 FKPLQEAECTF (AS 49-59) KLH 1:1000 Wiede et al. 1999 
anti-hFCGBP AS-Reste 289-417 
(UniProtKB/Swiss-Prot Q9Y6R7) 








Zur Literatursuche und Analyse von Proteinsequenzen wurden die aufgeführten 
Datenbanken im Internet benutzt: 
NCBI (National Center for Biotechnology Information; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide) 
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 
UniProt (Universal Protein Resource; http://www.uniprot.org) 
ExPASy (Expert Protein Analysis System; http://www.expasy.ch) 
CBS (Center for biological sequence analysis; http://www.cbs.dtu.dk) 
2.2 Biochemische Methoden 
2.2.1 Proteinextraktion aus humanem gastrointestinalem Gewebe 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf die mechanische Lyse zurückgegriffen. Dabei 
werden im Rahmen einer Schüttelmethode Scherkräfte verursacht, die zu einer 
Fragmentierung der Zellen im Gewebe führen. Pro Ansatz wurden 0,5 - 0,8 g 
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Gewebe für analytische Aufreinigungen und 2,5 - 3,5 g Gewebe für präparative 
Aufreinigungen aufgeschlossen. Zum Gewebeaufschluss wurde das Gewebe 
gekühlt, mit einem Skalpell in kleine Stücke geschnitten und zusammen mit dem 4-
fachen Volumen (w/v) Extraktionspuffer (Tab. 4) und 50 µL/mL Proteaseinhibitor-Mix 
(Complete, EDTA-free; Roche, Mannheim, Germany) in entsprechende 2 mL 
Reaktionsgefäße gefüllt. Nach Abkühlung in flüssigem Stickstoff wurde die 
Suspension mit dem Homogenisator Precellys 24 (Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen, Deutschland) aufgeschlossen (2x20 s, 6800 rpm, 30 s Pause). 
Anschließend wurde die Suspension bei 16.000 x g für 10 min bei 4°C zentrifugiert 
und der entstandene Überstand zur Entfernung interferierender unpolarer 
Substanzen mit der gleichen Menge Chloroform versetzt und kurz geschüttelt. 
Daraufhin wurde erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und der Überstand 
als Extrakt für die anschließenden Analysen abgenommen. 
Tab. 4: Zusammensetzung des Extraktionspuffers (500mL) 
1 M Tris/HCl pH 8,0 10  [mL] 
4 M NaCl 3,75  [mL] 
deion. Wasser ad 500 [mL] 
vor Auffüllen mit deion. Wasser pH auf 8,0 mit HCl eingestellt 
2.2.2 Proteinreinigung mittels Größenausschlusschromatographie 
(Gelfiltration) 
Der entstandene Proteinextrakt wurde anschließend nach 
Molekulargewichtsunterschieden getrennt. Die Trennung erfolgt aufgrund der 
unterschiedlichen Verteilung von Molekülen zwischen einem stationären 
Sephadexgel und dem umgebenden Medium. Entscheidend dabei ist der 
hydrodynamische Radius („Stokesradius“) des Moleküls in Lösung. Dazu wurden für 
analytische Trennungen 2 mL Extrakt über eine Sephadex G-200 (Fluka, 
Taufkirchen, Germany) Glas-Säule (270x15 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland) bei 4°C fraktioniert. Als Elutionspuffer dienten 20 mM 
Tris/HCl pH 8,0, 30 mM NaCl, 0,5 mM Benzamidin-Hydrochlorid, 0,1 mM Pefabloc 
SC und 1 µg/mL Leupeptin (Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland). Die von der 
peristaltischen Schlauchpumpe Ismatec REGLO Digital MS-2/6 (IDEX Health and 
Science GmbH, Wertheim, Deutschland) erzeugte Fließgeschwindigkeit betrug    
0,15 mL/min, der Fraktionssammler Modell 2110 (Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland) wurde auf 9 min/Fraktion eingestellt. Das Elutionsprofil 
wurde mit Hilfe des EM-1 Econo UV-Monitors (Sensibilität 0,2; Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München, Deutschland) bei 280 nm verfolgt und mit dem Schreiber Rec 111 
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(0,2 mm/min, GE Healthcare, München, Deutschland) dokumentiert. Die Faktionen 
(je 1,35 mL) wurden gesammelt und für weitere Analysen bei -20°C gelagert. Für 
präparative Trennungen wurden auf eine größere Säule (280x50 mm) 
zurückgegriffen, auf der 10-15 mL Extrakt aufgetragen und mit einer 
Fließgeschwindigkeit von 0,752 mL/min fraktioniert wurde (9 min/Fraktion). Die 
Fraktionen (je 6,8 mL) wurden aliquotiert und bei -20°C bzw. -80°C gelagert.  
2.2.3 Proteinreinigung mittels Ionenaustausch-Chromatographie 
Das Grundprinzip der Ionenaustausch-Chromatographie (IC) beruht auf der 
elektrostatischen Wechselwirkung der Ladungen an der Oberfläche von Proteinen in 
Lösung mit den entgegengesetzten Ladungen der Säulenmatrix. Die Matrix trägt 
positiv (Anionenaustauscher) oder negativ geladene Gruppen 
(Kationenaustauscher). Das Ausmaß und die Stärke der Bindung eines Proteins an 
dem Ionenaustauscher hängen von pH und Ionenstärke des Puffers, dem 
isoelektrischen Punkt des Proteins und der Dichte der Ladungen auf der Matrix ab 
(Rossomando 1990, Choudhary und Horvath 1996). 
Die nach der Größenausschlusschromatographie mittels Westernblot identifizierten 
TFF3-positiven Fraktionen wurden im nächsten Schritt mit Hilfe des ÄKTATM-FPLC 
Systems (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) weiter gereinigt. Dazu wurde 
eine Resource Q6 Säule (16x30 mm, Anionenaustauscher; Amersham Biosciences) 
benutzt. Die injizierte Probe wurde mit einem Salzgradienten von 20 mM Tris/HCl pH 
8.0 (Puffer A) auf 20 mM Tris/HCl pH 8.0 + 1 M NaCl (Puffer B) getrennt. Dabei 
betrug die Fließgeschwindigkeit 6 mL/min. Das Elutionsprofil wurde konstant durch 
Absorptionsmessungen bei 280 nm verfolgt. Die Fraktionen (je 1 mL) wurden für die 
folgenden Analysen gesammelt und in 1,5 mL Reaktionsgefäße (Eppendorf AG, 
Hamburg, Deutschland) bei 4°C bzw. -20°C gelagert.  
2.2.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE gehört zu den elektrophoretischen Verfahren. Dabei wandern 
geladene Teilchen in einem elektrischen Feld. Die unterschiedlichen Ladungen und 
Größen der Teilchen sind für die unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit 
verantwortlich. Als Matrix dient das Polyacrylamidgel (PAA-Gel). Die Wanderung der 
Teilchen wird in dieser porösen Matrix je nach ihrer Größe unterschiedlich verzögert, 
sodass die Auftrennung letztlich von der Größe und Ladung des Teilchens abhängig 
ist. Dieser Vorgang wird auch als Molekularsiebeffekt bezeichnet. 
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SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat) stellt ein anionisches Detergens 
dar, welches die (negativen) Eigenladungen von Proteinen so effektiv überdeckt, 
dass Micellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit (1,4 g SDS/g 
Protein) gebildet werden. Zur Probenvorbereitung werden die Proben mit einem 
Überschuss an SDS gekocht, sodass die Tertiär- und Sekundärstruktur der Proteine 
durch Aufspalten der Wasserstoffbrückenbindungen denaturiert wird. Disulfidbrücken 
zwischen Cysteinen können durch Zugabe von reduzierenden Thiol-Verbindungen 
wie Dithiothreitol (DTT) oder -Mercaptoethanol aufgespalten werden, wodurch 
jedoch auch Protein-Protein-Wechselwirkungen unterbunden werden (Lottspeich und 
Zorbas, 1998). So entstehen SDS-Proteinkomplexe, deren stark negative Ladungen 
dem Molekulargewicht von Proteinen proportional sind. Der entstandene Komplex 
wandert im elektrischen Feld zum Pluspol, wobei der Molekularsiebeffekt der 
porösen Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem „Stokesradius“ 
und somit etwa nach ihrer relativen Molekülmasse (Mr) auftrennt. 
Für die Auftrennung der Proteine nach ihrer Mr wurde die vertikale, diskontinuierliche 
SDS-PAGE nach Lämmli (1970) durchgeführt. Dabei besteht das Gel aus zwei 
Abschnitten: dem grobporigen Sammelgel (Tab. 5), das die Proteine fokussiert und 
dem feinporigen Trenngel (Tab. 6). Zusätzlich werden verschiedene Puffer 
(Sammelgel- und Trenngelpuffer) mit unterschiedlichen pH-Werten miteinander 
kombiniert. Der pH-Wert des Sammelgelpuffers liegt mit 6,8 sehr nahe am 
isoelektrischen Punkt von Glycin im Elektrophoresepuffer, wodurch es zu Beginn der 
Elektrophorese eine sehr niedrige elektrophoretische Mobilität besitzt und als Folge-
Ion fungiert. Die Chlorid-Ionen in den Gelpuffern haben hingegen eine sehr hohe 
Mobilität und fungieren als Leit-Ionen. Trägt man nun das zu analysierende 
Proteingemisch auf das grobporige Sammelgel auf, liegen die elektrophoretischen 
Mobilitäten der Protein-Ionen zwischen denen der Leit- und Folge-Ionen. Legt man in 
diesem diskontinuierlichen System ein elektrisches Feld an, beginnen alle Ionen mit 
der gleichen Geschwindigkeit zu wandern, ein Prozess der als Isotachophorese 
bezeichnet wird (Lottspeich und Zorbas, 1998). 
Zur Herstellung des Elektrophorese- (Tab. 8) und Probenpuffers (Tab. 7) und der 
Sammel- und Trenngele wurden die in den entsprechenden Tabellen aufgeführten 
Zusammensetzungen benutzt. Zur praktischen Durchführung wurden ein vertikales 
Elektrophoresesystem (Mini-Protean® 3, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland) und ein Netzgerät zur Stromversorgung (Heinzinger Economy Line 
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LNG 35006, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) benutzt. Für die 
Herstellung der Gele wurde zunächst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten 
gegossen (ca. 4,5 cm Höhe) und mit etwa 200 µL Isopropanol überschichtet. Nach 
der Polymerisation wurde das Isopropanol vollständig entfernt und das Sammelgel 
aufgegossen (ca. 0,5 cm). Durch die Zugabe von Isopropanol wird eine noch 
schärfere Trennung zwischen Sammel- und Trenngel gewährleistet. Zu beachten ist 
auch, dass die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) erst kurz vor dem Gießen der Gele erfolgt. Da 
Sauerstoff zum Kettenabbruch der Polymerisation führt, ist das Gießen der Gele in 
einem vertikalen System notwendig. Zur Probenvorbereitung wurden entweder 10 µL 
Rohextrakt oder 37,5 µL einer Fraktion nach einer chromatographischen Trennung 
mit 12,5 µL reduzierendem bzw. nicht reduzierendem Probenpuffer versetzt und 
wenn nötig mit Extraktionspuffer auf 50 µL aufgefüllt. Als Molekulargewichtsmarker 
wurden der peqGOLD Protein-Marker I (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
Deutschland, 116,0 kDa (β-Galactosidase aus E. coli), 66,2 kDa (Serumalbumin aus 
Rinderblut), 45,0 kDa (Ovalbumin aus Hühnereiern), 35,0 kDa (Laktat-
Dehydrogenase aus Schweinemuskeln), 25,0 kDa (Bsp 98I aus E. coli ),18,4 kDa (β-
Laktoglobulin aus Kuhmilch) und 14,4 kDa (Lysozym aus Hühnereiern)) oder der All 
Blue-Marker (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany, 10 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 25 
kDa, 37 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa) verwendet. Ein 
gleichmäßiges Volumen in allen aufgetragenen Fraktionen ist Grundvoraussetzung 
für eine gleichmäßige elektrophoretische Mobilität der Proben. Anschließend wurden 
die Proben zur Denaturierung für 5 min in einem Wasserbad gekocht, sofort auf Eis 
gestellt und vor dem Auftragen kurz abzentrifugiert. Der Gellauf wurde zunächst bei 
85 V gestartet bis die Proteine sich am Beginn des Trenngels gesammelt hatten. 
Danach wurde die Spannung auf 150 V erhöht und solange durchgeführt, bis die 
Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte. Anschließend wurde das Gel für 
den Nachweis und die Quantifizierung der getrennten Proteine verwendet. 
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Tab. 5: Zusammensetzung des Sammelgels für 2 Gele 
Sammelgel  6% 
 
deion. Wasser 9,00 [mL] 
4 x Sammelgelpuffer 3,125 [mL] 
30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 3,125 [mL] 
20% SDS (w/v) 0,125 [mL] 
TEMED 12,5  [µL] 
20% APS (w/v) 125 [µL] 
4 x Sammelgelpuffer (500 mL): 60,57 g Tris (1 M); auf pH 6,8 mit HCl eingestellt 
Tab. 6: Zusammensetzung des Trenngels für 2 Gele (20 mL) 
Trenngel 15% 7,5% 
 
deion. Wasser 6,2 11,2 [mL] 
4 x Trenngelpuffer 3,8 3,8 [mL] 
30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)  10,0 5,0 [mL] 
TEMED 8 8 [µL] 
20% APS (w/v) 80 80 [µL] 
4 x Trenngelpuffer (500 mL): 90,86 g Tris (1,5 M) + 10 mL 10%iges (w/v) SDS; vor SDS Zugabe auf pH 8,8 mit HCl eingestellt; 
Zugabe von TEMED und APS erfolgt unmittelbar vor dem Gießen 
Tab. 7: Zusammensetzung des reduzierenden Probenpuffers (10 mL) 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8 2,5 [mL] 
Glycerol 2,0 [mL] 
10% SDS (w/v) 4,0 [mL] 
0,1% Bromphenolblau (w/v) 0,5 [mL] 
2-Mercaptoethanol 0,5 [mL] 
deion. Wasser 0,5 [mL] 
Für nicht reduzierenden Probenpuffer wird anstatt 2-Mercaptoethanol 0,5 mL deion. Wasser verwendet 
Tab. 8: Elektrophoresepuffer nach Lämmli 
Tris 3,03 [g] 
Glycin 14,25 [g] 
20% SDS (w/v) 5 [mL] 
deion. Wasser ad 1000 [mL] 
 
2.2.5 SDS-Agarose-Gelelektrophorese (SDS-AgGE) 
Für die Trennung hochmolekularer Proteine unter nicht denaturierenden und nicht 
reduzierenden Bedingungen wurden horizontale Agarosegele verwendet. Diese sind 
relativ großporig und ideal zur Auftrennung von Proteinen mit einem 
Molekulargewicht über 500 kDa (Lottspeich und Zorbas, 1998). Da vor allem 
Glykoproteine erfahrungsgemäß nicht optimal in Agarosegelen laufen und so 
genannte „Schlieren“ hinterlassen, hat sich die Zugabe von geringen SDS-
Konzentrationen (0,1% SDS) bewährt. Die Methode wurde nach Thornton et al. 
(1994) durchgeführt. Zur praktischen Durchführung der Elektrophorese wurde ein 
horizontales Gelsystem (Agagel Maxi, Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) und 
ein Netzgerät zur Stromversorgung (Heinzinger Economy Line LNG 35006, 
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) verwendet. Zur Herstellung 
des Agarosegels wurden 2,5 g Agarose in 250 mL Laufpuffer (Tab. 9) vorsichtig in 
der Mikrowelle (MICROMAT Typ EEH8733, AEG-Electrolux, Nürnberg, Deutschland) 
erwärmt, ohne die Suspension überkochen zu lassen. Zur Vermeidung von 
Bläschenbildung wurde die Suspension etappenweise in der Mikrowelle erhitzt und 
anschließend, nach kurzer Abkühlung auf dem Taumelschüttler (Heidolph Polymax 
1040, Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland), in der horizontalen 
Gelkammer erstarren gelassen. Zur Probenvorbereitung wurden 22,5 µL von TFF3-
positiven Fraktionen der voran gegangenen chromatographischen Trennungen mit 
Probenpuffer (Laufpuffer (Tab. 9) mit 30% Glycerin und etwas Bromphenolblau) auf 
30 µL aufgefüllt und auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard wurde 
der All Blue-Marker (Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) verwendet. Nach 
Befüllen der Elektrophoresekammer mit Laufpuffer (Tab. 9) wurde das erstarrte 
Agarosegel mit den Proben beladen und die Elektrophorese bei 40 V für 6,5 h 
durchgeführt. Anschließend wurden die im Gel getrennten Proteine mittels 
Kapillarwirkung auf eine Nitrocellulosemembran (Protran BA 79, Whatman, Dassel, 
Deutschland) transferiert und durch Western-Blot immundetektiv visualisiert (siehe 
Kap. 2.2.6). 
Tab. 9: Zusammensetzung des Laufpuffers der SDS-AgGE (2000 mL) 
Tris 9,7 [g] 
EDTA 0,74 [g] 
20% SDS (w/v) 10 [mL] 
deion. Wasser ad 2000 [mL] 
Vor Zugabe von SDS wurde der pH-Wert mit Eisessig auf 8,0 eingestellt 
2.2.6 Western Blot 
Zum spezifischen Nachweis und zur Quantifizierung der zu untersuchenden Proteine 
wurden die auf Nitrocellulose transferierten Proteine immundetektiv visualisiert. Der 
Begriff „Western Blot“ bezieht sich auf ironische Art und Weise auf eine 1971 von E. 
Southern erfundene Methode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten mit 
anschließender Hybridisierung, dem sogenannten Southern-Blot. In Anlehnung an 
diesen Namen entstand für die Auftrennung von RNA-Fragmenten der Begriff 
Northern-Blotting und für den Proteintransfer mit anschließender Immundetektion der 
Begriff des Western-Blotting. Diese Methode wurde 1979 von Towbin und Renard 
eingeführt (Lottspeich und Zorbas, 1998). 















Abb. 3 (nach Lottspeich und Zorbas, 1998): 
Methoden für den Proteintransfer auf 
Nitrocellulosemembranen. (A): Kapillarblotting 
(1): Ein mit Transferpuffer getränkter 
Filterpapierstapel, der auch in einer Wanne mit 
Puffer liegen kann; (2): Gel mit aufgetrennten 
Proteinen; (3): Nitrocellulosemembran, auf 
welche die Proteine durch den kapillaren Sog 
des nicht feuchtigkeitsgesättigten 
Filterpapierstapels in (4) transferiert werden. (5): 
Das Gewicht auf einer Glasplatte sorgt für 
gleichmäßigen Kontakt. (B): Elektroblotting (1): 
Kathode mit in Transferpuffer getränkten 
Filterpapieren; (2) und (3): wie beim 
Kapillarblotting; (4): Anode mit in Transferpuffer 
getränktem Filterpapier. 
 
Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Elektroblotting, die 
durch die SDS-AgGE aufgetrennten Proteine wurden durch Kapillarblotting auf eine 
Nitrocellulosemembran (Protran BA 79, Whatman®, Dassel, Deutschland) transferiert 
und durch anschließende Fixierung auf der Membran immobilisiert. Ein Schema zur 
Veranschaulichung beider Methoden ist in Abb. 3 dargestellt. Für das Elektroblotting 
wurde ein 20x20 cm Semi-Dry-Blotter mit einer Platin beschichteten Titan-Anode und 
einer rostfreien Edelstahl-Kathode (biostep® GmbH, Jahnsdorf, Deutschland) 
verwendet, wobei die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld 
zur Anode wandern und an der Nitrocellulosemembran durch hydrophobe 
Wechselwirkungen binden. Bei der „semi-dry“-Blotting-Methode liegen Gel und 
Membran zwischen puffergetränkten Filterpapieren, wobei der Aufbau selbst nicht 
von Puffer umgeben ist. Für das Kapillarblotting wurde eine Anordnung entsprechend 
a verwendet und die Übertragung der aufgetrennten Proteine über Nacht in 
Transferpuffer (Tab. 10) durchgeführt. Hier beruht der Protein-Transfer auf den 
entstehenden Kapillarkräften. Für beide Methoden wurde als Filterpapier das Gel-
Blotting-Papier BF2 (Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) verwendet. Für das 
Elektroblotting wurden drei Lagen in Transferpuffer (Tab. 11) getränktes Filterpapier 
und die mit Transferpuffer angefeuchtete Nitrocellulosemembran auf die Titan-Anode 
gelegt. Das Polyacrylamidgel wurde luftblasenfrei so auf der Membran positioniert, 
dass bei der Übertragung die Proteine auf der Membran in derselben geometrischen 
Anordnung erscheinen, wie sie nach Auftrennung im Gel vorliegen. Auf das Gel 
wurden wieder drei in Transferpuffer getränkte Blätter Filterpapier gelegt und die 
Apparatur durch Auflegen der Edelstahl-Kathode geschlossen. Der Proteintransfer 
erfolgte für 1-1,5 h bei 0,8 mA/cm2. Zur Kontrolle der Übertragungseffizienz der 
Proteine wurde die Membran kurz mit Ponceau S-Lösung (Tab. 12) behandelt. Dabei 
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handelt es sich um einen Azofarbstoff, der reversibel an positiv geladene 
Aminogruppen bindet und leicht mit Wasser abwaschbar ist. Die gleichmäßige 
Verteilung der Proteinbanden qualifizierte die Membran zur Immundetektion. 
Zusätzlich konnten die Proteinmarkerbanden gekennzeichnet und die Membran auf 
die gewünschte Größe zugeschnitten werden. 
Tab. 10: Zusammensetzung des Transferpuffers für den Kapillarblot (2000 mL) 
NaCl  70,13  [g] 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat  35,29 [g] 
deion. Wasser ad 2000 [mL] 
 
Tab. 11: Zusammensetzung des Transferpuffers für den Elektroblot (2000 mL) 
Tris  11,62  [g] 
Glycin  5,86 [g] 
20% SDS (w/v) 3,7 [mL] 
abs. Methanol  400 [mL] 
deion. Wasser ad 2000 [mL] 
ergibt pH-Wert von ca. 8,8 
Tab. 12: Zusammensetzung der Ponceau S-Lösung 
Ponceau S 1,0  [g] 
Trichloressigsäure 15 [g] 
deion. Wasser ad 500 [mL] 
 
2.2.6.1 Immundetektion 
Zur Identifikation eines elektrophoretisch aufgetrennten Proteins wurde ein 
immunologischer Nachweis mittels einer spezifischen Antikörperreaktion 
angewendet. Dabei bindet zuerst ein antigenspezifischer Primärantikörper das 
entsprechende antigene Epitop des Proteins. Anschließend bindet der Enzym-
gekoppelte Sekundärantikörper an die Fc-Region des primären Antikörpers und 
ermöglicht eine visualisierende Detektion. Dabei wird durch die an den 
Sekundärantikörper gekoppelte Meerrettichperoxidase (HPR, horseradish 
peroxidase) eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert. Bei der Chemilumineszenz 
gehen Atome in den angeregten Zustand über und geben bei Rückführung in den 
Grundzustand Energie in Form von Lichtquanten ab. Durch Reaktion einer 
alkalischen Luminollösung mit Wasserstoffperoxid entsteht Stickstoff sowie das 
Aminophthalat-Dianion im angeregten Zustand, welches unter Abgabe von Licht 
wieder in den Grundzustand übergeht. Bei der Umsetzung von Luminol katalysiert 
die HPR die Umsetzung in seine oxidierte Form, bei der die Lumineszenz detektiert 
werden kann. Die bei der Reaktion emittierten Wellenlängen bei ~428 nm können 
dann mit einer CCD („Charge-coupled Device“) Kamera detektiert werden. Diese 
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Methode wird auch als ECL-Färbung (enhanced chemiluminescence) oder 
chemiluminometrische Detektion bezeichnet. 
Dazu wurden zuerst die durch den Western Blot auf die Nitrocellulosemembran 
transferierten Proteine auf der Membran durch Behandlung mit 0,2% Glutaraldehyd 
in 1x PBS (Tab. 13) für 30 min fixiert (immobilisiert). Nachdem die Membran für 2x5 
min in 1x PBS-T (Tab. 14) und 1x5 min in 1x TBS-T (Tab. 15) gewaschen wurde, 
erfolgte die Blockierung möglicher unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran 
mit 1% Rinder-Serum-Albumin (BSA) und 1% Trockenmilch in 1x TBS-T für 60 min. 
Anschließend wurde die Membran für 60 min bei RT oder über Nacht bei 4°C mit 
dem Primärantikörper (Tab. 3) in 7,5 mL TBS-T inkubiert. Nach erneuten 
Waschschritten für 3x5 min in 1x TBS-T wurde die Membran für 1 h mit dem 
entsprechenden Sekundärantikörper in 7,5 mL 1x TBS-T inkubiert. Abschließend 
wurde die Membran erneut für 2x10 min in 1x TBS-T gewaschen und für die ECL-
Färbung vorbereitet. Dazu wurden pro Membran 2,5 mL ECL-Lösung 1 mit 2,5 mL 
ECL-Lösung 2 (Tab. 16) vermischt und für 2 min auf die Membran aufgetragen. Nach 
dieser Inkubationszeit wurden die nun Licht emittierenden Proteinbanden mit dem 
Geldokumentationsgerät GeneGnome (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., 
Cambridge, England) visualisiert. Dabei wurden Expositionszeiten von 5x2 min 
eingesetzt. 
Tab. 13: Zusammensetzung von 1xPBS (2000 mL) 
Dinatriumhydrogenphosphat  2,3  [g] 
Kaliumdihydrogenphosphat  0,5 [g] 
Natriumchlorid  18,0 [g] 
deion. Wasser ad 2000 [mL] 
Kaliumdihydrogenphosphat zuletzt lösen; pH-Wert-Einstellung auf 7,4 mit NaOH vor Auffüllen auf 2000 mL 
Tab. 14: Zusammensetzung von 1xPBS-T (1000 mL) 
1x PBS 999 [mL] 
Tween 20 1 [mL] 
 
Tab. 15: Zusammensetzung von 1xTBS-T (2000 mL) 
Tris 4,84  [g] 
Natriumchlorid 17,52 [g] 
Tween 20 2 [mL] 
deion. Wasser ad 2000 [mL] 
pH-Wert-Einstellung auf 7,2 mit HCl vor Tween 20 Zugabe und Auffüllen auf 2000 mL 
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Tab. 16: Zusammensetzung der ECL-Lösungen (je 10 mL) 
Lösung 1 250 mM Luminol (44,29 g/L) 100 [µL] 
 90 mM p-Cumarsäure (14,77 g/L) 44 [µL] 
 1 M Tris/HCl pH 8,5 1000 [µL] 
 deion. Wasser 8856 [µL] 
Lösung 2 30% Wasserstoffperoxid (w/v) 6,1 [µL] 
 1 M Tris/HCl pH 8,5 1000 [µL] 
 deion. Wasser 8993,9 [µL] 
 
2.2.6.2 Semiquantitative Westernblotanalyse 
Nach densitometrischer Analyse der Westernblots erfolgte die semiquantitative 
Auswertungen mit Hilfe der GeneTools Gel-Analyse-Software (Syngene Bioimaging, 
Synoptics Ltd., Cambridge, England). Dazu wurde die Quantifizierung der 
visualisierten Bandenintensitäten der untersuchten Fraktionen in Bezug zu einer 
Referenzprobe gestellt und graphisch dargestellt. 
2.2.7 Silberfärbung 
Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteinbanden wurde die Silberfärbung 
eingesetzt. Dieser sehr sensitive Proteinnachweis (Nachweisgrenze ca. 0,1-1 
ng/Bande) wurde nach der SDS-PAGE im Polyacrylamidgel durchgeführt. Dabei 
werden die Proteine mit 10% Essigsäure und 30% Ethanol im Gel fixiert und mit 
Silbernitratlösung behandelt. Bei der Silberfärbung bildet das Ag+-Ion Komplexe mit 
den Glu-, Asp- und Cys-Resten der Proteine. 
Tab. 17: Protokoll zur Silberfärbung nach Blum et al. (1987) 
Schritt Lösung Dauer 
Fixierung 40% Ethanol, 10% Eisessig, 50% deion. Wasser 
(400 mL abs. Ethanol + 100 mL Eisessig; ad 1000 mL mit deion. Wasser) 
>1 h 
Waschen 30% Ethanol, 70% deion. Wasser 
(300 mL abs. Ethanol, ad 1000 mL mit deion. Wasser) 
2x20 min 
Waschen deion. Wasser  1x20 min 
Sensibilisierung 0,02% Natriumthiosulfat 
(200 mg Na2S2O3 x 5 H2O, ad 1000 mL mit deion. Wasser) 
1 min 
Waschen deion. Wasser 3x20 s 
Färbung (Silber) 0,2% Silbernitrat, 0,02% Formaldehyd (37%) 
(2 g AgNO3 + 0,2 mL Formaldehyd (37%); ad 1000 mL mit deion. Wasser) 
20 min 
Waschen deion. Wasser  3x20 s 
Entwicklung 3% Natriumcarbonat, 0,05% Formaldehyd (37%), 0,0005% Natriumthiosulfat 
(30 g Na2CO3 + 0,5 mL Formaldehyd (37%) + 5 mg Na2S2O3 x 5 H2O; ad 1000 
mL mit deion. Wasser) 
3-5 min 
Abstoppen analog Fixierung 5 min 
Waschen deion. Wasser 3x10 min 
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Die Zugabe von alkalischem Formaldehyd reduziert die Komplexe zu elementarem 
Silber, welches als dunkle Verfärbung sichtbar wird. Das Gel wurde nach einem von 
Blum et al. (1987) beschriebenen Protokoll (Tab. 17) durchgeführt. Alle Lösungen, 
außer der Fixier- und Waschlösung, wurden frisch angesetzt. Das Gel wurde mit 
jeweils 50 mL der entsprechenden Lösung behandelt. 
2.2.8 Coomassie-Brilliantblau-Färbung 
Coomassie-Brilliantblau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der unspezifisch an 
kationische und nicht-polare, hydrophobe Seitenketten der Proteine bindet. Dabei 
sind die Wechselwirkungen mit den Arg-Resten, weniger die mit Lys-, His- und Trp-
Resten von Bedeutung. Durch die Anlagerung kommt es vermutlich zur Stabilisierung 
des Farbstoffs in seiner unprotonierten anionischen Sulfonat-Form durch eine 
Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein. Dadurch verschiebt sich das 
Absorptionsmaximum des Coomassie-Brillantblaus in Gegenwart von Proteinen und 
im sauren Milieu von 465 zu 595 nm (Lottspeich und Zorbas 1998). Die im Vergleich 
zur Silberfärbung deutlich unempfindlichere Coomassiefärbung (Nachweisgrenze ca. 
100 ng/Bande) wurde speziell zur Visualisierung aufgetrennter Proteinbanden 
verwendet, die zur massenspektrometrischen Analyse verwendet wurden. Dabei 
führt eine höhere Proteinkonzentration zu einer höheren Wahrscheinlichkeit das zu 
identifizierende Protein nachweisen zu können. Aufgrund dessen wurden die für die 
SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung verwendeten Proben mittels 
Zentrifugal-Ultrafiltration konzentriert und das entstandene Retentat (Konzentrat) für 
die Färbung verwendet. Dazu wurden Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren mit 
Polyethersulfon (PES) Membranen (MWCO 3 kDa oder 100 kDa; Sartorius AG, 
Göttingen, Deutschland) unter Einsatz der Zentrifuge Universal 320R (Andreas 
Hettich GmbH und Co.KG Tuttlingen, Deutschland) verwendet. 
Die Färbung wurde mit der vorgemischten Bio-Safe Coomassie G250-Färbung (Bio-
Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) durchgeführt. Dabei sind die 
benötigten Chemikalien bereits in der Lösung enthalten. Die Färbung wurde 
entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurde das 
Polyacrylamidgel zunächst in deion. Wasser gewaschen und anschließend mit der 
vorgemischten Bio-Safe Coomassie-Lösung behandelt, wodurch sowohl Fixierung 
als auch Färbung gewährleistet wurden. Zur Entfärbung wurde das Gel erneut in 
deion. Wasser gewaschen, wobei die Zugabe von Zellstoff die Entfärbungseffizienz 
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deutlich erhöhte und zu einem stärkerem Kontrast zwischen den Proteinbanden und 
dem unspezifisch angefärbten Hintergrund führte. 
2.2.9 Immunpräzipitation (IP) mit immobilisiertem Antikörper 
Bei der Immunpräzipitation (IP) wird der Antikörper an ein festes Substrat (z.B. 
Sepharosekügelchen) gekoppelt und bindet das Protein zusammen mit seinen 
Interaktionspartnern (Copräzipitate). Mit dieser Methode können ganze 
Proteinkomplexe präzipitiert und dann weiter untersucht werden. 
Für die IP wurden Fraktionen verwendet, die nach der Größenausschluss-
chromatographie mittels Westernblot und anschließender Immundetektion positiv auf 
hochmolekulares TFF3 getestet wurden. Dazu wurden zunächst jeweils 0,5 mL der 
vereinten Fraktionen mit 1,5 µL, 2,5 µL und 3,5 µL affinitätsgereinigtem, 
polyklonalem Primär-Antikörper (anti-hTFF3-3) über Nacht bei 4°C im Mischrotor 
(Mischrotor 19-22 mm, Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland) inkubiert, 
anschließend mit 0,2 mL Protein-A Sepharose-Kügelchen (15 mg/mL) und 50 µL/mL 
EDTA-freiem Proteaseinhibitor-Mix Complete versetzt und erneut über Nacht bei 4°C 
im Mischrotor inkubiert. Daraufhin wurde der Ansatz bei 16.000 x g für 1 min bei 4°C 
zentrifugiert, der Überstand (W1) zur Kontrolle der Bindungskapazität mittels 
Westernblot entnommen und das Immunpräzipitat (IP) anschließend zum Waschen 
erneut mit 0,6 mL Waschpuffer (Tab. 18) versetzt, leicht gevortext (Vortex-Genie® 1, 
Scientific Industrie Si), erneut zentrifugiert und der Überstand entnommen. Dieser 
Waschvorgang wurde zweimal wiederholt (W2-W3) und durch Westernblot 
kontrolliert. Anschließend wurde das gewaschene Immunpräzipitat mit 0,2 mL 
Inkubationspuffer (Tab. 18) versetzt und zum Lösen der Sepharose-Kügelchen von 
dem entstandenen Immunkomplex für 5 min gekocht. Nach kurzem Vortexen wurden 
die Sepharose-Kügelchen durch Zentrifugation bei 16.000 x g für 1 min bei 4°C vom 
eigentlichen Immunpräzipitat getrennt und durch anschließenden Westernblot mit 
Immundetektion analysiert. Eine schematische Darstellung zeigt Abb. 4. 
Tab. 18: Zusammensetzung des Inkubations- und Waschpuffers (500 mL) 
1 M Tris/HCl pH 8,0 10  [mL] 
4 M NaCl 3,75  [mL]  
deion. Wasser ad 500 [mL] 
 




Abb. 4: Schematische Darstellung der durchgeführten Immunpräzipitation 
2.2.10 LC-ESI-MS/MS-Analyse von aus PAA-Gelen digerierten 
Proteinen 
Die massenspektrometrischen Analysen zur Protein-Identifizierung wurden von der 
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Franz-Georg Hanisch am Zentrum für Molekulare 
Medizin der Universität zu Köln in der Abteilung Zentrale Bioanalytik durchgeführt. 
Die Reinigung der untersuchten Proteine habe ich am Institut für Molekularbiologie 
und Medizinische Chemie (IMMC; Medizinische Fakultät, Otto-von-Guericke-
Universität, Magdeburg) dagegen selbst durchgeführt. 
Protokoll der massenspektrometrischen Analyse: 
Zur Probenvorbereitung wurden zunächst die mit Coomassie-Brilliantblau 
angefärbten Proteinbanden aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und in 
Eppendorfgefäße dreimal mit einem Acetonitril/Wasser-Gemisch (1:1) gewaschen. 
Anschließend wurden die Gelstücke mit reinem Acetonitril entwässert, in 50 mM 
NH4HCO3 rehydriert und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zu den getrockneten 
Gelstücken wurden 10 mM Dithiothreitol in 50 mM NH4HCO3 hinzugefügt und die 
Reduktion erfolgte dann für 45 min bei 56°C. Um reduzierte Cysteinreste zu 
alkylieren, wurde die restliche Flüssigkeit entfernt, ein 1:1-Gemisch aus 50 mM 
Iodacetamid in 50 mM NH4HCO3 hinzugefügt und für 30 min in Dunkelheit inkubiert. 
Die Gelstücke wurden nun erneut, wie oben beschrieben, gewaschen und 
getrocknet. Anschließend wurden die Gelstücke in einer eiskalten 10 ng/µL Trypsin 
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(Sequenziergrad, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) in 10 mM NH4HCO3-
Lösung rehydriert. Die überschüssige Trypsinlösung wurde nach 20 min auf Eis 
gegen 20 µL 10 mM NH4HCO3-Lösung ausgetauscht und der Ansatz über Nacht bei 
37°C verdaut. Der Trypsin-Verdau wurde durch die Zugabe von 20 µL 10% 
Ameisensäure gestoppt und die entstandenen Peptide für 30 min bei 37°C extrahiert. 
Die Daten der Flüssigkeits-Chromatographie (LC-MS) wurden mit einem HCT ETD II 
Ion-Trap Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) erzeugt, 
welches mit einer Nano Elektrospray-Ionisationsquelle (ESI) (Bruker Daltonics, 
Bremen, Deutschland) ausgerüstet ist. Zur Probeninjektion wurde ein EASY nano-LC 
System verwendet. Das verwendete entgaste Säulensystem umfasste eine 0,1x20 
mm Trap-Säule und eine 0,075x100 mm Analytik-Säule, welche beide mit ReproSil-
Pur C18-AQ 5 µm Säulenmaterial (Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-Entringen, 
Deutschland) vorgepackt waren. Zur Analyse wurden 5-18 µL der Probe in die 
Probenschleife injiziert und die Trap-Säule mit 25 µL Gesamtvolumen bei einer 
Durchflussgeschwindigkeit von 6 µL/min beladen. Zur Beladung wurde 0,1% 
Ameisensäure verwendet. Die Elution der Peptide erfolgte mit einem Acetonitril-
Gradienten von 0-35% in 1% Ameisensäure für 20 min bei einer Säulen-
durchflussgeschwindigkeit von 300 nL/min. Anschließend wurde die 
Acetonitrilkonzentration auf der Säule für 2 min auf 100% angehoben und für 
zusätzliche 8 min mit 100% Acetonitril regeneriert. Die Datenerfassung der MS und 
Tandem-MS (MS/MS) Spektren wurde durch die Software Compass 3.0 kontrolliert. 
Die MS1 Scans wurden im Standard Enhanced Modus durchgeführt, wobei zunächst 
zur Prüfung des Systems fünf Einzelmessungen im Massenbereich von m/z 400 bis 
m/z 1400 durchgeführt wurden. Bis zu drei doppelt und dreifach geladene Ionen 
wurden für die MS/MS-Experimente als Grenzwert ausgewählt. Für die Erfassung 
von MS2-Scans im Massenbereich von m/z 100 bis m/z 1600 wurde der Ultrascan 
Modus mit drei zusätzlichen Einzelmessungen verwendet. Der Wert zur Kontrolle der 
Ionenladung wurde für alle Scan-Typen auf 250.000 gesetzt. Die Spektrogramme 
wurden mit Hilfe des Data Analysis Software Moduls (Bruker Daltonics, Bremen, 
Deutschland) anhand der gewonnenen Messdaten generiert.  
Zur Identifizierung der Proteine wurde mit den erhaltenen Daten ein 
Datenbankabgleich gestartet. Dazu wurde die SwissProt 56.9 Datenbank mit Hilfe 
von MASCOT 2.2 (Matrix Science Ltd., London, England) durchsucht. Die 
Recherchen wurden durch Proteinscape 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen, 
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Deutschland) übermittelt. Dazu wurden folgende Parameter eingestellt: Enzym “semi-
trypsin”, Species “human”, festgelegte Modifikationen “carbamidomethyl”, zusätzliche 
Modifikationen “Methionine oxidation” und fehlgeschlagene Spaltungen “1”. Die 
Massentoleranz wurde auf 0,4 Da für Peptide und Fragmentspektren eingestellt. 
2.2.11 Behandlung des TFF3-FCGBP-Heteromers mit 
Schwefelwasserstoff 
Zum Nachweis einer möglichen reduktiven Freisetzung von TFF3 aus FCGBP durch 
Schwefelwasserstoff (H2S) wurde das gereinigte Heteromer mit in vitro generiertem 
H2S behandelt. H2S wurde mit Hilfe eines selbst konstruierten Kipp´schen Apparats 
aus Eisen(II)-sulfid (FeS) und Salzsäure hergestellt. Über eine Glaskapillare wurde 
das Heteromer für 10 min bei Raumtemperatur mit H2S begast und anschließend für 
10, 30, 60 und 120 min im Thermomixer 5436 (Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland) bei 37°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Analyse der Proben 
erfolgte dann durch SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen und 






3.1 Reinigung von humanen intestinalen TFF3-immunreaktiven 
Proteinen 
Die Proteinextrakte humaner Gewebeproben aus dem Bereich des Colon 
sigmoideum zeigten nach der Größenfraktionierung durch Größenausschluss-
chromatographie (Sephadex G200) unter nicht reduzierenden Bedingungen eine 
charakteristische Molekulargewichtsverteilung. Es konnten im Wesentlichen drei 
Gruppen von Proteinen mit unterschiedlichen Molekulargewichten fraktioniert 
werden. Der erste Peak kann unter anderem der hochmolekularen Muzinfraktion und 
die beiden folgenden Peaks den niedermolekularen Proteinen zugeordnet werden 
(Abb. 5A). In der anschließenden Untersuchung der einzelnen Fraktionen durch 
semi-quantitative Westernblotanalyse bezüglich der TFF3-Immunreaktivitäten waren 
zwei unterschiedliche TFF3-Formen zu erkennen (Abb. 5B). Der größte Teil der 
TFF3-Immunreaktivität war mit den hochmolekularen Fraktionen 11-16 (81,7%) 
assoziiert und nur eine kleine Menge zeigte sich in den niedermolekularen Fraktionen 
31-37 (18,3%). Eine vergleichende SDS-PAGE der TFF3-enthaltenen 
hochmolekularen Fraktionen unter nicht reduzierenden Bedingungen und der darauf 
folgende Westernblot ließen eine unerwartet große relative Molekülmasse (Mr) ( 100 
kDa) der TFF3-immunreaktiven Bande erkennen (Abb. 5C/NR). Zudem ließ sich 
durch Reduktion eindeutig das TFF3-Monomer freisetzen (Abb. 5C/R). Dies wies klar 
darauf hin, dass TFF3 hauptsächlich ein Disulfid-verknüpftes Heteromer mit einem 
hochmolekularen Partnerprotein bildet. Die TFF3-Immunreaktivität in den 
niedermolekularen Fraktionen zeigte unter nicht reduzierenden Bedingungen 
dagegen hauptsächlich eine dem TFF3-Monomer entsprechende Bande (Abb. 
5D/NR) sowie eine schwache, dem TFF3-Dimer entsprechende Bande (Abb. 
5D/NR). Der Fokus dieser Arbeit lag in der Reinigung und Identifizierung des 
hochmolekularen Partnerproteins von TFF3. Deshalb wurde im nächsten Schritt eine 
weitere Reinigung der hochmolekularen TFF3 enthaltenen Fraktionen mittels 
Ionenaustausch-Chromatographie (IC) durchgeführt. Um dabei mögliche vorhandene 
Disulfidverknüpfungen nicht zu zerstören, erfolgte die Trennung unter nicht 
reduzierenden Bedingungen. Ein charakteristisches Elutionsprofil der dazu 






Kolonextrakte und anschließende 
Westernblot-Analyse. (A) Elutionsprofil 
bezüglich der Absorption bei 280 nm 
nach Gelfiltration (Sephadex G-200, 
270x15 mm) eines humanen 
Kolonextrakts. (B) Verteilung der TFF3-
Immunreaktivität nach semi-quantitativer 
Auswertung der Bandenintensitäten der 
Westernblot-Analyse. (C) 15% SDS-
PAGE und anschließender Westernblot 
der hochmolekularen Fraktionen 13 
(Spur a und c) und 14 (Spur b und d) 
unter reduzierenden (R) bzw. nicht 
reduzierenden (NR) Bedingungen. Der 
Molekulargewichtsstandard ist links 
angegeben. (D) 15% SDS-PAGE und 
anschließender Westernblot der 
niedermolekularen Fraktionen 35 (Spur 
a und c) und Fraktion 36 (Spur b und d) 
unter reduzierenden (R) und nicht 
reduzierenden (NR) Bedingungen. Der 
Molekulargewichtsstandard ist links 
angegeben. 
 
Die Fraktionen, welche das TFF3-Heteromer enthielten, wurden mittels SDS-PAGE 
unter reduzierenden Bedingungen (R) mit anschließender semiquantitativer 
Westernblot-Analyse identifiziert (Abb. 6B). Die TFF3 enthaltenen Fraktionen nach IC 
zeigten nach Auftrennung mittels 7,5%iger SDS-PAGE unter nicht reduzierenden 
Bedingungen (NR) und anschließender Coomassie-Färbung zwei Banden im 
hochmolekularem Bereich (bezeichnet als B>500A und B>500B, Abb. 6C). Beide 
Banden wurden für eine Proteomanalyse aus dem Gel exzidiert. Des Weiteren 
wurden die TFF3 enthaltenen Fraktionen nach IC auch unter reduzierenden 
Bedingungen (R) mittels 7,5%iger und 15%iger SDS-PAGE getrennt, um TFF3 von 




zwischen 50.000 und 150.000 nach Trennung durch eine 7,5%ige SDS-PAGE und 
anschließender Coomassie-Färbung beobachtet werden (Abb. 6C). Dabei zeigten 
sich Banden mit Mr von etwa 123.000, 73.000, 61.000, 55.000 und 51.000. Des 
Weiteren konnte nach Trennung durch eine 15%ige SDS-PAGE eine Bande mit 
einem Mr von weniger als 14.000 detektiert werden (Abb. 6D). Auch diese sechs, 
durch Reduktion vom TFF3-Heteromer freigesetzten Proteinbanden (hier 
beschrieben als B123, B73, B61, B55, B51, and B<14) wurden für anschließende 
Proteomanalysen mittels LC-ESI-MS/MS-Analyse aus dem Gel exzidiert. 
 
 
Abb. 6: Reinigung des hochmolekularen TFF3-
Heteromers (F13-F14 nach Gelfiltration) durch 
Ionenaustauschchromatographie (IC) und SDS-
PAGE. (A) Elutionsprofil bezüglich der Absorption 
bei 280 nm nach Resource Q6 Säulentrennung des 
TFF3-Heteromers mit einem Salzgradienten 
(gestrichelte Linie) von 20 mM Tris/HCl pH 8,0 
(Puffer A) auf 20 mM Tris/HCl pH 8,0 + 1 M NaCl 
(Puffer B). Der Prozentanteil von Puffer B ist rechts 
angegeben. (B) Verteilung der TFF3-
Immunreaktivität nach IC nach semi-quantitativer 
Auswertung der Bandenintensitäten nach 
Westernblot-Analyse unter reduzierenden 
Bedingungen in einer 15%igen SDS-PAGE. (C) 
Trennung des gereinigten TFF3-Heteromers durch 
7.5%ige SDS-PAGE unter nicht reduzierenden 
(NR) oder reduzierenden (R) Bedingungen mit 
anschließender Coomassie-Färbung. Die 
markierten Banden (B>500A, B>500B, B123, B73, 
B61, B55, and B51) wurden zur anschließenden 
LC-ESI-MS/MS-Analyse exzidiert. Der 
Molekulargewichtsstandard ist links angegeben. 
(D) Trennung der TFF3-Heteromer enthaltenen IC-
Fraktionen durch 15%ige SDS-PAGE unter 
reduzierenden (R) Bedingungen mit 
anschließender Coomassie-Färbung. Die markierte 
Bande (B<14) wurde zur anschließenden LC-ESI-
MS/MS-Analyse exzidiert. Der 




3.1.1 Berechnung des Stoffmengenverhältnisses von TFF3 und FCGBP 
Zur Berechnung des molaren Verhältnisses von TFF3 und FCGBP wurde zuerst das 
Gesamtprotein beider Proteine in drei IC-gereinigten Fraktionen bestimmt, welche 
das TFF3-FCGBP-Heteromer enthielten. Dazu wurde zur Bestimmung der TFF3-
Gesamtproteinmenge (1,006 x 10-8 g; 0,777 x 10-8 g; 0,57 x 10-8 g) eine 
semiquantitative Auswertung in Bezug zu rekombinantem TFF3-Dimer durchgeführt. 
Zur Bestimmung der FCGBP-Gesamtproteinmenge (2,06 x 10-6 g; 1,99 x 10-6 g; 1,69 
x 10-6 g) wurden Proteinbestimmungen nach der BCA-Methode (BCA: bicinchoninic 
acid; Pierce® BCA Protein Assay Kit, Fisher Scientific) durchgeführt. Mit Hilfe der 
relativen Molekülmasse (Mr) von TFF3 (theoretische Mr 6.580) und FCGBP 
(theoretische Mr 600.000) konnten nun die jeweiligen Stoffmengen (n) in den drei 
untersuchten Fraktionen berechnet werden. Anschließend konnte das 
Stoffmengenverhältnis (Stoffmenge von TFF3/ Stoffmenge FCGBP) und der 
Mittelwert berechnet werden. Das Stoffmengenverhältnis von TFF3/FCGBP ergab 
0,37. 
3.2 Charakterisierung des TFF3-Heteromers durch LC-ESI-MS/MS-
Analyse 
Die zwei aus dem nicht reduzierten Gel (B>500A and B>500B) sowie die sechs aus 
dem reduzierten Gel (B123, B73, B61, B55, B51 und B<14) exzidierten Banden 
wurden im Labor von Herrn Univ.-Prof. Dr. Hanisch einem tryptischen Verdau 
unterzogen und die enthaltenen Proteine anschließend durch LC-ESI-MS/MS-
Analyse identifiziert. Die Daten wurden mit der SwissProt 56.9 Datenbank 
abgeglichen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich in Tab. 19 wieder, 
eine ausführliche Liste aller identifizierten Peptidfragmente findet sich in Tab. 20 
(Anhang) wieder. Zusätzlich befindet sich im Anhang ein detaillierter Proteinreport mit 
den Ergebnissen der SwissProt 56.9 Datenbanksuche (siehe Kap. 7.2). Das in den 
zwei nicht reduzierten Banden (B>500A and B>500B) identifizierte Protein mit der 
höchsten Trefferquote (Score) war IgG Fc binding protein (FCGBP) mit einer 
nominellen Masse von ~600.000 (Harada et al. 1997), welches wie TFF3 ein 
Sekretionsprodukt der intestinalen Becherzellen ist. Dies ist der erste Hinweis, dass 
FCGBP das hochmolekulare Partnerprotein von TFF3 ist. Des Weiteren konnte das 
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B<14 TFF3 Q07654 8,64 137,13 3 
Signifikanzwert P  0,05; FCGBP=IgG Fc binding protein; A2MG= -2-macroglobulin; MUC2=Mucin-2; K2C1=Keratin, type II 
cytoskeletal 1; CLCA1=Calcium-activated chloride channel regulator 1; IGHA1=Ig alpha-1 chain C region; K1C10=Keratin, type I 
cytoskeletal 10; IGHG1=Ig gamma-1 chain C region; TFF3=Trefoil factor 3; identifizierte Peptide siehe Kap. 7.2 
Zudem wurde -2-macroglobulin (A2MG), ein von der Leber (Mäck et al. 2001), aber 
auch von Makrophagen und Fibroblasten (Bonner 1994) produziertes Plasmaprotein, 
identifiziert, welches vermutlich eine Kontamination der Probe darstellt. 
Die Analyse der sechs aus dem reduzierten Gel isolierten Proteinbanden ergab, dass 
nur die kleinste Bande (B<14) TFF3 Sequenzen enthielt (Score 137,13). Dagegen 
konnte FCGBP eindeutig mit den höchsten Trefferquoten in allen anderen Banden 
(B123, B73, B61, B55 und B51) identifiziert werden. Dies deutet wiederum darauf 
hin, dass FCGBP als hochmolekularer Partner in Frage kommt. Da die kleineren Mr 
der Proteinbanden B123, B73, B61, B55 und B51 nicht der Mr der vollständigen 
FCGBP-Sequenz entsprechen, repräsentieren diese Banden lediglich Fragmente von 
FCGBP. Die Lokalisation der einzelnen Banden bzw. der identifizierten Fragmente 
innerhalb der FCGBP-Sequenz ist in Kap. 7.2.1 dargestellt. Zusammengefasst lässt 
sich sagen, dass die Bande B123 vorwiegend C-terminale FCGBP-Sequenzen, die 
Banden B73 und B61 interne Sequenzen und B55 sowie B51 hauptsächlich N-
terminale FCGBP-Sequenzen enthält. Darüber hinaus konnte in Bande B73 
zusätzlich CLCA1 (calcium-activated chloride channel regulator 1) identifiziert werden 
(Score 309,54), welches wahrscheinlich eine sekretorische metallabhängige 
Hydrolase repräsentiert, die ein Bestandteil von Muzingranulae intestinaler 




Banden enthielten zusätzlich Fragmente unterschiedlicher Isoformen von 
Cytokeratinen, welche typische Kontaminationen darstellen. 
3.3 Charakterisierung des TFF3-Heteromers durch Westernblot-
Analyse 
Um herauszufinden, ob FCGBP das Disulfid-verknüpfte Partnerprotein von TFF3 ist, 
wurde mit FPLC-gereinigtem TFF3-Heteromer eine SDS-Agarose-Gelelektrophorese 
unter nicht reduzierenden Bedingungen mit anschließender Westernblot-Analyse 
durchgeführt. Dabei reagierten sowohl der anti-hTFF3 als auch der anti-hFCGBP 
Antikörper mit identischen Proteinbanden mit einer Mr von weit über 250.000. Dieses 
Ergebnis weist klar darauf hin, dass TFF3 und FCGBP ein hochmolekulares 
Heteromer bilden (Abb. 7A). 
Darüber hinaus wurde das gereinigte TFF3-Heteromer einer reduzierenden SDS-
PAGE und unter Verwendung des anti-hFCGBP Antikörpers einem anschließenden 
Westernblot unterzogen. Dabei erkannte der Antikörper sehr spezifisch zwei Banden, 
welche über eine vergleichende Silberfärbung als B51 und B55 identifiziert werden 





Abb. 7: Charakterisierung des gereinigten TFF3-Heteromers. (A) Trennung des TFF3-FCGBP-
Heteromers durch 1% SDS-Agarose-Gelelektrophorese mit anschließendem Westernblot unter 
Verwendung des affinitätsgereinigten anti-hTFF3-3-Antiserums sowie des kommerziellen anti-
hFCGBP- Antiserums (HPA003564). (B) Spur a: Trennung des TFF3-FCGBP-Heteromers durch 
7,5%ige SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen und anschließender Westernblot-Analyse 
unter Verwendung des anti-hFCGBP Antiserums (HPA003564). Spur b: Silberfärbung einer 
Parallelbahn. Die im Vorfeld durch LC-ESI-MS/MS-Analyse charakterisierten Banden B123, B73, 
B61, B55 und B51 (siehe Tab. 19) sind gekennzeichnet. Der Molekulargewichtsstandard ist 




3.4 Immunpräzipitation (IP) mit immobilisierten Antikörpern 
Zur Verifizierung der Präsenz des TFF3-FCGBP-Heteromers im Kolon konnte aus 
hochmolekularen Fraktionen nach Gelfiltration TFF3 mit Partner immunpräzipitiert 
werden. Nach Trennung der Immunpräzipitate durch SDS-PAGE und anschließender 
Westernblot-Analyse konnte sowohl das TFF3-Monomer als auch das TFF3-
Heteromer nachgewiesen werden (Abb. 8). Dazu wurden jeweils drei 
Reaktionsansätze analysiert. Die entstandenen Immunpräzipitate (IP1-3) zeigten 
nach der Westernblot-Analyse unter reduzierenden Bedingungen die Präsenz des 
TFF3-Monomers (Abb. 8A). Unter nicht reduzierenden Bedingungen konnte das 
TFF3-Heteromer nachgewiesen werden (Abb. 8B). 
 
3.5 Reduktion des TFF3-FCGBP-Heteromers durch H2S 
Im Kolon herrschen hohe Konzentrationen an H2S (Wallace et al. 2009). Aus diesem 
Grund wurde gereinigtes TFF3-FCGBP-Heteromer für unterschiedliche Zeiten mit 
H2S behandelt, um zu prüfen, ob TFF3 auf diese Weise freigesetzt werden kann. 
Nach Trennung der Reaktionsansätze durch SDS-PAGE und anschließender 
Westernblot-Analyse konnte hauptsächlich das TFF3-Monomer nachgewiesen 
werden. Zusätzlich konnten mit zunehmender Inkubationszeit auch geringe Mengen 
Abb. 8: Immunpräzipitation hochmolekularer 
Fraktionen nach Gelfiltration mit Hilfe des 
affinitätsgereinigten polyklonalen Primär-
Antikörpers anti-hTFF3-3. (A) Trennung der 
Immunpräzipitate (IP1-3) unter reduzierenden (R) 
Bedingungen durch 15%ige SDS-PAGE mit 
anschließender Westernblot-Analyse unter 
Verwendung des affinitätsgereinigten anti-hTFF3-
3 Antiserums. (B) Trennung der Immunpräzipitate 
(IP1-3) durch 15%ige SDS-PAGE unter nicht 
reduzierenden (NR) Bedingungen mit 
anschließender Westernblot-Analyse unter 
Verwendung des affinitätsgereinigten anti-hTFF3-
3 Antiserums. Zur Kontrolle ist jeweils ein 
Kolonextrakt (KD) mit aufgetragen. Der 




an TFF3-Dimer nachgewiesen werden (Abb. 9). Demgegenüber wurde das TFF3-













Abb. 9: Reduktion des gereinigten TFF3-FCGBP-Heteromers durch H2S. Trennung des mit H2S 
behandelten Heteromers durch 15%ige SDS-PAGE unter nicht reduzierenden (NR) Bedingungen mit 
anschließender Westernblot-Analyse unter Verwendung des affinitätsgereinigten anti-hTFF3-3 
Antiserums. Zur Kontrolle und Darstellung des TFF3-Monomers ist die unbehandelte Ausgangsprobe 
unter reduzierenden Bedingungen gezeigt (Spur a). Gezeigt wird die nicht mit H2S behandelte 
Ausgangsprobe (Spur b), sowie mit H2S behandelte Proben: die bei Raumtemperatur für 10 min mit 
H2S behandelte Ausgangsprobe (Spur c), sowie die mit H2S behandelte Ausgangsprobe mit 
anschließender Inkubation bei 37°C für 10 min (Spur d), 30 min (Spur e), 60 min (Spur f) und 120 min 
(Spur g). Zusätzlich ist zum Vergleich 20 ng rekombinantes humanes TFF3-Homodimer aufgetragen 
(Spur h). Der Molekulargewichtsstandard ist links angegeben. 
Abb. 10: Inkubation des gereinigten TFF3-
FCGBP-Heteromers ohne vorangehende H2S-
Behandlung. Trennung des unbehandelten 
Heteromers durch 15%ige SDS-PAGE unter nicht 
reduzierenden (NR) Bedingungen mit 
anschließender Westernblot-Analyse unter 
Verwendung des affinitätsgereinigten anti-hTFF3-
3 Antiserums. Zur Kontrolle und Darstellung des 
TFF3-Monomers ist die unbehandelte 
Ausgangsprobe unter reduzierenden 
Bedingungen gezeigt (Spur a). Gezeigt wird die 
unbehandelte Ausgangsprobe (Spur b), sowie die 
unbehandelte Ausgangsprobe mit anschließender 
Inkubation bei 37°C für 10 min (Spur c), 30 min 
(Spur d), 60 min (Spur e), 120 min (Spur f) und 
720 min (Spur g). Der Molekulargewichtsstandard 





Zur Kontrolle wurde das gereinigte Heteromer ohne vorherige H2S-Behandlung für 
unterschiedliche Zeiten bei 37°C inkubiert. Dabei konnte keine TFF3-Freisetzung 
beobachtet werden (Abb. 10). 
3.6 Vorkommen des TFF3-FCGBP-Heteromers im humanen 
Gastrointestinaltrakt 
Um herauszufinden, ob das TFF3-FCGBP-Heteromer auch in anderen typischen 
TFF3 sezernierenden Geweben des Gastrointestinaltrakts präsent ist, wurden auch 
Bereiche des Magens (Antrum) und des Duodenums untersucht. Dabei konnte auch 
im Antrum und im Duodenum das TFF3-FCGBP-Heteromer nachgewiesen werden. 
Zur Kontrolle wurde das bereits charakterisierte TFF3-FCGBP-Heteromer einer 
Kolonprobe verwendet (Abb. 11). Auffällig hierbei ist, dass die Konzentration des 
TFF3-FCGBP-Heteromers etwa mit der Populationsdichte an Becherzellen korreliert. 
Auch im Rektum konnte das TFF3-FCGBP-Heteromer eindeutig nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit aus 16 
Kolon-, 8 Antrum- und 5 Duodenum-Gewebeproben sowohl das TFF3-FCGBP-
Heteromer, als auch niedermolekulare TFF3-Formen nachgewiesen werden 
(Übersicht siehe Kap. 7.3; Tab. 21). 
 
3.7 Charakterisierung niedermolekularer TFF3-Formen 
Nach der Identifizierung von FCGBP als Disulfid-verknüpftes hochmolekulares 
Partnerprotein von TFF3 konnte die TFF3-Immunreaktivität in den niedermolekularen 
Fraktionen  hauptsächlich einer dem TFF3-Monomer entsprechenden Bande 
zugeordnet werden (Siehe Abb. 5D). Außerdem war noch eine sehr schwache, dem 
Abb. 11: Vorkommen des TFF3-Heteromers in 
unterschiedlichen Geweben. Trennung des TFF3-
FCGBP-Heteromers nach Gelfiltration und 1% SDS-
Agarosegelelektrophorese mit anschließendem 
Westernblot unter Verwendung des 
affinitätsgereinigten anti-hTFF3-3 Antiserums. Der 




TFF3-Dimer entsprechende Bande, zu erkennen (Abb. 5D). Zusätzlich wird im 
reduzierten Zustand (R) noch eine kleinere TFF3-Bande sichtbar, die eine verkürzte 
Form des TFF3-Monomers darstellen dürfte (Abb. 12; Spur b). Zudem zeigt die dem 
TFF3-Monomer entsprechende Bande im nicht reduzierten Zustand (NR) eine etwas 
andere Mr als das reduzierte TFF3-Monomer (Abb. 12/NR; Spur b). Zur Kontrolle 
wurden Westernblots angefertigt, welche die nativen, aus Kolonextrakten 
gereinigten, niedermolekularen TFF3-Formen (Abb. 12; Spur b) mit rekombinanten 
TFF3-Formen (Abb. 12; Spur a/c) vergleichen. Dabei zeigten sowohl der Vergleich 
des aus dem gereinigten TFF3-FCGBP-Heteromer freigesetzten TFF3-Dimers (Abb. 
12/NR; Spur b), als auch der Vergleich des reduzierten TFF3-Monomers (Abb. 12/R; 






3.8 Veränderungen der TFF3-Biosynthese in Kolonkarzinomen 
Erste Vergleiche von tumornahen aber histopathologisch karzinomfreien 
Kolongewebeproben mit Kolonkarzinomgewebeproben (im Tumor) von jeweils 
demselben Patienten zeigten ein stark verändertes Mengenverhältnis von 
hochmolekularen und niedermolekularen TFF3-Formen. Auffällig ist der Verlust des 
hochmolekularen TFF3-Heteromers in den Karzinomproben und einer relativen 
vermehrten Freisetzung der niedermolekularen TFF3-Formen in diesen Proben. 
Abb. 12: Charakterisierung der niedermolekularen TFF3-Formen. 15% SDS-PAGE und 
anschließender Westernblot einer niedermolekularen TFF3-enthaltenen Fraktion nach Gelfiltration 
(Spur b) unter reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Bedingungen. Das aus dem 
gereinigten TFF3-FCGBP-Heteromer freigesetzte TFF3-Mono und -Dimer (Spur b) im Vergleich mit 30 
ng rekombinantem humanen TFF3-Monomer (Spur a) und 7,5 ng rekombinantem humanen TFF3-




Besonders deutlich wird dies an den Vergleichsproben N1 und Ca1 durch das Fehlen 







Abb. 13: Trennung von Kolonextrakten durch 15%ige SDS-PAGE (A) unter reduzierenden (R) und (B) 
nicht reduzierenden (NR) Bedingungen mit anschließender Westernblot-Analyse unter Verwendung 
des affinitätsgereinigten anti-hTFF3-3 Antiserums. Vergleich von Karzinom-freiem Kolongewebe (N1-
3) und Kolon-Karzinomgewebe (Ca1-3). Zur Kontrolle ist jeweils ein Kolonextrakt ohne 





Das Hauptergebnis meiner Arbeit liegt darin, dass gezeigt wurde, dass intestinales 
TFF3 hauptsächlich als Teil eines hochmolekularen Heteromers vorliegt. Dabei 
konnte FCGBP als Disulfid-verknüpftes Partnerprotein identifiziert werden. Zudem 
konnten aber auch niedermolekulare TFF3-Formen identifiziert werden. Zusätzlich 
konnten verschiedene Fragmente von FCGBP nach Reduktion identifiziert werden. 
Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch CLCA1 Teil des 
intestinalen TFF3-FCGBP-Komplexes ist. Die Bestätigung dieser Hinweise ist jedoch 
nicht Teil der in meiner Arbeit durchgeführten Untersuchungen. 
4.1 TFF3 bildet mit FCGBP ein hochmolekulares Disulfid-
verknüpftes Heteromer 
Das hochmolekulare Protein FCGBP (IgG Fc binding protein) wird in intestinalen 
Becherzellen synthetisiert und ist vor allem im Kolon Teil des Mukus (Kobayashi et 
al. 2002), wobei es auch in den Faeces der Maus nachgewiesen wurde (Oleksiewicz 
et al. 2005). FCGBP ist, vermutlich über N-terminale Fragmente, kovalent mit dem 
Muzin MUC2 verbunden (Johansson et al. 2009). Auf alle Fälle unterscheidet sich 
FCGBP gänzlich von Fc  Rezeptoren (Kobayashi et al. 1991). Demzufolge ist zu 
erwarten, dass es sich um ein typisches sezerniertes Protein mit einer abspaltbaren, 
N-terminalen Signalsequenz handelt; dies steht durchaus in Einklang mit dem 
berichteten merokrinen Sekretionsmechanismus von FCGBP in der Ratte (Groos et 
al. 1999). Allerdings wurde in der Vergangenheit keine entsprechende 
Signalsequenz für FCGBP beschrieben (Harada et al. 1997). Mit Hilfe 
bioinformatischer Analysen unter Verwendung des SignalP 3.0 Servers (CBS, 
Technical University of Denmark; www.cbs.dtu.dk) erscheint jedoch eine Spaltung 
durch Signalpeptidase nach den Aminosäuren G-19 oder T-21 oder A-24 als sehr 
wahrscheinlich (Abb. 14; Kap. 7.2.1). Die Spaltung nach T-21 könnte, nach 
Zyklisierung von Q-22, zur Bildung eines N-terminalen Pyroglutaminsäurerestes im 
maturen FCGBP führen, ähnlich wie dies bei einigen anderen sezernierten Proteinen 
(z.B. Caerulein) beobachtet werden konnte (Hoffmann et al. 1983). Die Vorstufe Prä-
FCGBP umfasst 5.405 Aminosäurereste. Die mature Form bindet spezifisch an die 
Fc-Region von IgG (Harada et al. 1997) und inhibiert folglich die vom 
Komplementsystem vermittelte Hämolyse roter Blutkörperchen in vitro (Kobayashi et 




vollständigen und einer verkürzten cysteinreichen repetitiven Einheit (Abb. 14; Details 
Abb. 15 im Anhang). Jede dieser Einheiten besteht aus etwa 400 Aminosäureresten 
(8% Cysteinreste), wobei jede der repetitiven Einheiten das CXXC-Motiv (CGLCGN 
oder CGACGN) beinhaltet, als typische Konsensus-Sequenz für Thioredoxin und 
Thioredoxin-Domänen (a-Typ) wie z.B. in der Protein-Disulfid-Isomerase-Familie 
(Harada et al. 1997, Riemer et al. 2009). Des Weiteren enthalten die repetitiven 
Einheiten R1-R11 die Spaltsequenz GD/PHY, die vermutlich durch autokatalytische 
Spaltung zwischen Aspartat- und Prolinresten prozessiert wird, ähnlich wie sie in den 
Muzinen MUC2 und MUC5AC auftritt (Lidell et al. 2003, Lidell und Hansson 2006, 
Johansson et al. 2009). Zudem ist FCGBP hoch glykosyliert. So enthält es eine 
unüblich große Anzahl an Serin- und Threoninresten (12,3%) zur O-Glykosylierung 
(Harada et al. 1997) und 33 potentielle N-Glykosylierungsstellen (Abb. 14). 
Die Expression von FCGBP ist in Colitis ulcerosa gesteigert (Kim et al. 2006), was in 
Einklang mit einer durch IL-13 (Zhen et al. 2007) und IL-9 (Steenwinckel et al. 2009) 
verursachten Induktion von FCGBP stehen könnte. Dagegen wird die FCGBP-
Expression, sowohl im Menschen (Lee et al. 2006) als auch im Mausmodell (Yasui 
und Tanaka 2009), im Laufe der Entwicklung von normalen Adenokarzinomen 
verringert. Dies steht in Übereinstimmung mit dem Verlust des TFF3-FCGBP-
Heteromers in Kolonkarzinomproben (siehe Kap. 3.8). Durch den Verlust des TFF3-
FCGBP-Heteromers liegt TFF3 vorwiegend als Monomer vor und könnte so als 
freigesetztes Motogen Einfluss auf die Kolonkarzinogenese nehmen. Dies könnte die 
erhöhte TFF3-Expression in mukoiden Adenokarzinomen (siehe John et al. 2007), 
besonders im Kolonkarzinom (siehe Taupin et al. 1996, Efstathiou et al. 1998), aber 
auch in einigen anderen neoplastischen Geweben (siehe Hanby et al. 1998, 
Theisinger et al. 1996, Poulsom et al. 1997, May und Westley 1997, Leung et al. 
2002, Kirikoshi und Katoh 2002, Aikou et al. 2011) erklären. Generell wird spekuliert, 
dass FCGBP, vor allem im Darm aber auch in anderen mukosalen Oberflächen, vom 
Komplementsystem vermittelten schädlichen Reaktionen vorbeugt (Kobayashi et al. 
2002). 
Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen klar, dass TFF3 über 
eine Disulfidbrücke mit FCGBP verknüpft ist. Die Bildung eines hochmolekularen 
Disulfid-verknüften TFF3-Heteromers würde die vorläufigen Daten anderer 
Arbeitsgruppen erklären (Taupin et al. 1996, Moro et al. 2001). FCGBP enthält die 




FCGBP zumindest eine intermolekulare Disulfidbrücke, mit z.B. TFF3, ausbildet. Die 
entsprechenden oxidativen Bedingungen im Endoplasmatischen Reticulum fördern 
dabei die Bildung von Disufidbrücken in sezernierten Proteinen (Riemer et al. 2009). 
Interessanterweise enthalten nahezu alle unterschiedlichen FCGBP-Domänen (N-
terminale Domäne und R2-R11) eine gerade Anzahl von Cysteinresten (Abb. 14; 
Details siehe Abb. 15 im Anhang). Nur R1 und R12 enthalten einen zusätzlichen 
Cysteinrest in der mit der von Willebrand Faktor (vWF) D-Domäne homologen 
Region (R1 und R12 enthalten somit jeweils 35 Cysteinreste). In R13s hingegen fehlt 
ein konservierter Cysteinrest, wofür ein anderer Cysteinrest neu eingefügt wird. 
Zudem ist die R13s-Domäne C-terminal auf eine ungerade Anzahl an Cysteinresten 
(9 Cysteinreste) verkürzt (Abb. 14; Details siehe Abb. 15 im Anhang). Demnach 
repräsentieren die Domänen R1, R12 und R13s Regionen, welche potentiell für eine 
Bindung von TFF3 in Frage kommen. Theoretisch könnten auch andere Proteine mit 
ungerader Anzahl an Cysteinresten zusätzlich an FCGBP gebunden werden. Die 
Bildung eines TFF3-FCGBP-Heterodimers könnte damit z.B. über eine Disulfidbrücke 
zwischen C-57 von TFF3 und C-5403 von FCGBP (R13s) stattfinden. Die Hypothese, 
dass nur ein TFF3-Molekül mit FCGBP verknüpft ist, steht in Einklang mit einer semi-
quantitativen Analyse zur Bestimmung der Stoffmengenverhältnisse von aus FCGBP 
freigesetztem TFF3 (0,37; siehe Kap. 3.1.1). Bei der durchgeführten semi-
quantitativen Analyse ist zu beachten, dass es sich dabei lediglich um eine 
Annäherung an das exakte Mengenverhältnis handelt. Jedoch zeigt dies, dass 
maximal ein Molekül TFF3 pro Molekül TFF3-FCGBP-Heteromer gebunden ist. Die 
Ausbildung eines Disulfid-verknüpften TFF3-FCGBP-Heteromers ist mit der 
Heterodimer-Bildung von TFF1 und Gastrokin 2 (GKN2) vergleichbar (Westley et al. 
2005). Allerdings ist das TFF3-FCGBP-Heteromer Mukus-assoziiert, während das 
TFF1-GKN2-Heterodimer nicht mit der hochmolekularen Muzin-Fraktion nach 
Gelfiltration assoziiert ist (Kouznetsova et al. 2007). 
Das TFF3-Monomer konnte in vitro unter reduzierenden Bedingungen freigesetzt 
werden (siehe Abb. 5C/R) und die LC-ESI-MS/MS-Analyse der entsprechenden 
Bande (B<14; Abb. 6D/R) zeigte, dass TFF3 mit dem vorhergesagten N-Terminus 
beginnt (Glutamatrest) (siehe Kap. 7.2/Bande B<14). Demnach bildet der N-
Terminus von TFF3 im TFF3-FCGBP-Heteromer keinen zyklischen Pyroglutaminrest. 
Dies steht in Einklang mit der Analyse von rekombinantem TFF3 (Thim et al. 1995) 





Abb. 14: Schematische Darstellung und proteolytische Spaltung von FCGBP. Gezeigt wird die 
schematische Struktur der FCGBP-Vorstufe. (Signalsequenz, N-terminale Domäne, 13 repetitive 
Einheiten R1-R12 und R13s; basierend auf NCBI Accession Nummer NP_003881.2). Die Anzahl der 
in den jeweiligen Domänen enthaltenen Cysteinreste ist in gelb eingekreist dargestellt. Die repetitiven 
Einheiten R3-R5, R6-R8 und R9-R11 sind Teil von übergeordneten Wiederholungen (I, II und III). 
Vorhergesagte proteolytische Spaltungen durch Signalpeptidasen bzw. vermutliche autokatalytische 
Schnittstellen in den Aminosäuresequenzen GD/PHY sind durch dunkelrote Pfeile gekennzeichnet. 
Autokatalytische Schnittstellen in den Aminosäuresequenzen WGD/PHY sind zusätzlich durch ein W 
markiert. Die Sequenz-Motive CXXC, typisch für Thioredoxin und Thioredoxin-Dömanen, werden 
durch schwarze Punkte angedeutet. Außerdem ist das vom kommerziellen anti-FCGBP Antiserum 
(HPA003564) erkannte Epitop angegeben. Zusätzlich wird die Mr der unterschiedlichen FCGBP-
Fragmente und die Anzahl potenzieller N-Glykosylierungsstellen angegeben. Des Weiteren ist die 
Lokalisation der Banden B51, B55, B61, B73 und B123 innerhalb der FCGBP-Sequenz eingezeichnet, 
so wie sie durch Proteomanalyse bestimmt wurde (detailliertere Darstellung in Kap. 7.2.1). Dabei 
werden Regionen mit der höchsten Sequenzübereinstimmung mit Hilfe durchgezogener Linien 
angedeutet, wobei die Ergebnisse der beiden vorherrschenden Banden B61 und B123 fett gedruckt 
gezeigt werden. Die kleinen horizontalen schwarzen Pfeile markieren die identifizierten Peptide, 
welche entweder den N- oder den C-terminalen Bereich der GD/PHY-Schnittstellen enthalten. 
4.2 Proteolytische Spaltung von FCGBP 
Humanes FCGBP wird in unterschiedliche Polypeptide gespalten (>200k, 70-80k), 
welche aber noch immer über Disulfidbrücken verbunden sind (Harada et al. 1997). 
Als weiteres Indiz für eine proteolytische Spaltung wurden vier FCGBP-Fragmente 
(Mr ca. 150kDa, 85kDa, 75kDa, 65kDa) mit unerwartet hoher Abundanz in den 
Faeces von Mäusen charakterisiert (Oleksiewicz et al. 2005). Erst kürzlich sind elf 
autokatalytische Spaltungen vorgeschlagen worden, welche zwischen dem Aspartat- 
und Prolinrest in der GD/PHY Sequenz innerhalb der repetitiven Einheiten R1-R11 
präsent sind (Abb. 14) (Johansson et al. 2009). In MUC2 und MUC5AC konnten 
ähnliche Stellen gefunden werden, die bei pH < 6 bzw. bei einem neutralen pH-Wert 
gespalten werden (Lidell et al. 2003, Lidell und Hansson 2006). Eine interessante 
Erkenntnis wurde in Atp12a-/--Mäusen gewonnen, bei denen das Fehlen der H-K-
ATPase zu einer Erhöhung des pH-Werts im Prostata-Sekret führte; damit verbunden 




solch einen autokatalytischen Mechanismus werden durch Ergebnisse N-terminaler 
Sequenzierungen der 155 kDa-, 60 kDa- und 55 kDa-Fragmente eines N-
glykosylierten IgG binding Protein aus dem Prostata-Sekret der Ratte unterstützt, die 
eine hohe Ähnlichkeit zum humanem FCGBP zeigen (Wilhelm et al. 2002). Durch die 
postulierte Prozessierung von humanem FCGBP an elf GD/PHY Schnittstellen, 
könnten ein N-terminales Fragment mit einer Mr von etwa 47.724, zehn repetitive 
Einheiten mit einer kalkulierten Mr von 39.611 bis 45.831 und ein C-terminales 
Fragment mit einer Mr von 97.531 entstehen (Abb. 14). Darüber hinaus könnten die 
meisten dieser Fragmente noch durch N- und O-Glykosylierungen modifiziert 
werden. 
Die Ergebnisse der LC-ESI-MS/MS-Analyse der Banden B123, B73, B61, B55 und 
B51 (präsentiert in Kap. 7.2.1) stehen in voller Übereinstimmung mit der 
vorgeschlagenen autokatalytischen Prozessierung von FCGBP an den elf GD/PHY 
Schnittstellen. In Abb. 14 sind diese Ergebnisse schematisch dargestellt. 
Proteomanalysen identifizierten eindeutig den N-terminalen Teil der Schnittstellen mit 
der Startsequenz PHY in den Repeats R1-R11. Darüber hinaus wurde auch die 
vorhergesagte C-terminale Sequenz in Repeat R1 identifiziert. Zusammengefasst 
besteht B51 hauptsächlich aus der N-terminalen FCGBP Domäne und Repeat R1, 
wohingegen B55 hauptsächlich die N-terminale Domäne und R2, aber auch 
Sequenzen aus den Repeats R4, R7 und R10 enthält. Dies ist ein Hinweis auf das 
Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Glykoformen im N-Terminus von FCGBP 
(B51 und B55). Diese Erkenntnis deckt sich mit dem Ergebnis der Westernblot-
Analyse mit dem N-terminalen FCGBP-Antiserum, welches ausschließlich die 
Banden B51 und B55 erkennt (Abb. 7B; und Abb. 14). Die Bande B55 enthält 
zusätzlich Sequenzen aus R2; dabei könnten auch zusätzliche O-Glykosylierungen 
die aberrante Mr erklären. Die detektierte Bande B73 besteht hauptsächlich aus 
Sequenzen, die aus den repetitiven Einheiten R3, R6 und R9 freigesetzt wurden. Im 
Gegensatz dazu besteht die Bande B61, welche die Hauptbande nach reduzierter 
SDS-Page darstellt (Abb. 6C; Abb. 7B/Spur b), hauptsächlich aus den repetitiven 
Einheiten R4, R7 und R10. Die Dominanz der Banden B61 und B123 (Abb. 6C; Abb. 
7B/Spur b) könnte somit durch eine bevorzugte Spaltung an den WGD/PHY-
Sequenzen erklärt werden (Abb. 14; Abb. 15 im Anhang). Im Gegensatz dazu fehlt in 
allen anderen GD/PHY-Sequenzen dieser charakteristische Tryptophanrest. 




ebenfalls diesen charakteristischen Tryptophanrest (Lidell et al. 2003, Lidell und 
Hansson 2006). Dies lässt vermuten, dass dieser Tryptophanrest (im Vergleich zu 
den an homologer Stelle sonst gefundenen Glutamin- und Serinresten) die Spaltung 
beschleunigt und so für die Generierung der dominierenden Banden B61 und B123 
verantwortlich ist (Abb. 14). 
4.3 Generierung des TFF3-Monomers und TFF3-Dimers – mögliche 
funktionelle Konsequenzen für die intestinale Restitution 
Neben dem TFF3-FCGBP-Heteromer existiert TFF3 in vivo auch in 
niedermolekularen Formen, vermutlich als TFF3-Monomer und in einer geringeren 
Menge als TFF3-Dimer (Abb. 5/B). Diese Ergebnisse sind unerwartet im Vergleich zu 
rekombinantem TFF3 aus Saccharomyces cerevisiae; hier ist nämlich das TFF3-
Dimer die vorherrschende Form (Thim et al. 1995). Die Reinigung und anschließende 
LC-ESI-MS/MS-Analyse dieser niedermolekularen TFF3-Formen detektierten TFF3 
Sequenzen, die ebenfalls einen N-terminalen Glutamatrest enthielten (Kap. 
7.2/Bande B<14).  
Theoretisch könnte TFF3 durch eine Disulfid-Isomeraseaktivität aus dem TFF3-
FCGBP-Heteromer freigesetzt werden. Dabei könnten die in FCGBP konservierten 
CXXC-Motive in den Repeats R1-R13s (Abb. 14, Abb. 15 im Anhang) eine wichtige 
Rolle spielen. Zum Beispiel spielt bei der Quervernetzung von Fibronectin in der 
extrazellulären Matrix ein enthaltenes CXXC-Motiv eine entscheidende Rolle 
(Langenbach und Sottile 1999). Dabei ist zu erwarten, dass die CXXC-Motive in R12 
und R13, aufgrund der benachbarten basischen Aminosäurereste, eine höhere 
Aktivität besitzen (Abb. 15 im Anhang). 
In Anbetracht der hohen exogenen H2S-Konzentrationen im Lumen des Kolons 
(Wallace et al. 2009) könnte dadurch in vivo TFF3-Monomer und -Dimer freigesetzt 
werden. Diese Hypothese steht in Einklang mit der Freisetzung des TFF3-Monomers 
und kleiner Mengen des TFF3-Dimers aus FPLC-gereinigtem TFF3-FCGBP-
Heteromer nach Behandlung mit H2S in vitro (Abb. 9/Spur g ung h). 
Interessanterweise verläuft dieser Prozess bei 37°C nur relativ langsam und könnte 
so eine kontinuierliche Freisetzung von geringen Mengen an TFF3 ermöglichen. Bei 
einer Freisetzung auf diese Weise ist besonders zu beachten, dass TFF3 durch H2S 
möglicherweise durch S-Sulfhydrierung posttranslational modifiziert werden könnte, 
(Mustafa et al. 2009) und dadurch auch die Funktion der niedermolekularen TFF3-




Als wesentlicher Bestandteil der Mukusschicht würde sich das TFF3-FCGBP-
Heteromer als Reservoir für TFF3 eignen, aus dem es durch H2S freigesetzt werden 
könnte. In der Folge könnte es z.B. als Motogen die schnelle mukosale Wundheilung 
unterstützen. Interessanterweise ist die endogene H2S Produktion während der 
Entzündungsreaktion merklich gesteigert (Wallace et al. 2009). Jedoch schlugen alle 
Versuche fehl, eine direkte motogene Aktivität des gereinigten TFF3-FCGBP-
Heteromers zu demonstrieren (Znalesniak, Albert und Hoffmann, Daten nicht 
gezeigt). Aus diesem Grund wird postuliert, dass das TFF3-FCGBP-Heteromer 
bezüglich der Restitution als biologisch inaktive Speicherform von TFF3 fungiert. 
Deshalb ist es für die Zukunft von großer Bedeutung, die biologische Aktivität der in 
vivo freigesetzten niedermolekularen TFF3-Formen (TFF3-Monomer und -Dimer) zu 
untersuchen. 
4.4 Mögliche Funktionen des TFF3-FCGBP-Heteromers für den 
Aufbau der intestinalen Mukusschicht 
Das TFF3-FCGBP-Heteromer ist ein wichtiger struktureller Bestandteil der 
intestinalen Mukusschicht. Als sezernierte Barriere enthält sie auch das Muzin 
MUC2, Immunoglobuline, antimikrobielle Peptide, Phospholipide, Galektine und 
Proteaseinhibitoren (McGuckin et al. 2009). Neben der Bindung an Immunglobuline, 
könnte das TFF3-FCGBP-Heteromer teilweise über kovalente (Johansson et al. 
2009) und nicht-kovalente Bindungen mit dem Muzin MUC2 interagieren. Eine 
Interaktion könnte hypothetisch auch durch Wechselwirkungen zwischen TFF3 und 
MUC2 zustande kommen, was zu einem verknüpften Netzwerk führen würde. Nicht 
kovalente Wechselwirkungen der TFF-Domänen mit Muzinen wurden bereits in der 
Vergangenheit vorgeschlagen (Hoffmann und Hauser 1993, Hoffmann und Joba 
1995) weil mehrfach TFF-Domänen als cysteinreiche Module in den Froschhaut-
Muzinen FIM-A.1 und FIM-C.1 entdeckt wurden (Hoffmann 1988, Hauser et al. 1990, 
Hauser und Hoffmann 1992). Wechselwirkungen dieser Art könnten die 
rheologischen Eigenschaften der intestinalen Mukusschicht modulieren. Zudem 
könnte es entscheidend zum Schutz von fragilen apokrinen Blasen („Aposomen“) 
beitragen, welche als Folge der apokrinen Sekretion in Becherzellen beobachtet 
wurden (Aumüller et al. 1999, Wilhelm et al. 2002). Darüber hinaus könnte das TFF3-
FCGBP-Heteromer eine Rolle bei der Faltung von MUC2 spielen. Die Protein-
Disulfid-Isomerase AGR2 ist für die Produktion des intestinalen Mukus essentiell 




Endoplasmatischen Retikulum Stress und spontane Kolitis (Heazlewood et al. 2008). 
Eine Funktion bei der korrekten Ausbildung von Disulfidbrücken, besonders in MUC2, 
könnte den beobachteten Phänotyp von Tff3-/--Mäusen erklären, die anfälliger für 
experimentell induzierte Colitis sind (Mashimo et al. 1996). Dieser Phänotyp ist mit 
dem von Agr2-/--Mäusen (Park et al. 2009) und Mäusen mit einem Defekt in der 
„unfolded protein response“ (UPR) (Kaser et al. 2008) vergleichbar. Bemerkenswert 
sind auch Berichte über Tff1-/--Mäuse, welche falsch gefaltete Proteine im 
Endoplasmatischen Retikulum akkumulieren und ER-Stress zeigen (erhöhte UPR-
Aktivität) (Torres et al. 2002). 
4.5 Ausblick 
Diese Arbeit identifiziert TFF3 als Teil eines Disulfid-verknüpften Heteromers mit 
FCGBP, das einen integralen Bestandteil der intestinalen Mukusschicht darstellt. 
Zusätzlich konnte die Prozessierung von FCGBP im Kolon geklärt werden. Dies ist 
auch die erste Arbeit, welche die Mukusschicht als ein mögliches Reservoir für ein 
biologisch aktives Peptid darstellt, das dann seinerseits nach Reduktion mit H2S 
freigesetzt werden könnte. Folglich ist für die Zukunft die molekulare und funktionelle 
Charakterisierung der niedermolekularen TFF3-Formen (TFF3-Monomer/Dimer), 
speziell bei pathologischen Zuständen, von enormer Bedeutung. Dabei könnten z.B. 
postranslationale Modifizierungen für die motogenen Eigenschaften von TFF3 eine 






Humanes TFF3, ein Vertreter der „trefoil factor family“ (TFF), stellt ein sezerniertes, 
59 Aminosäurereste langes Polypeptid dar, welches über sieben Cysteinreste 
verfügt. Es wird vorwiegend in intestinalen Becherzellen synthetisiert, ist an 
unterschiedlichen mukosalen Schutz- und Reparaturprozessen beteiligt und spielt 
eine wichtige Rolle für die Integrität muköser Epithelien. Im Verlauf dieser Arbeit 
konnte humanes TFF3 hauptsächlich als hochmolekulares Heteromer nachgewiesen 
werden. Die Reinigung und anschließende LC-ESI-MS/MS-Analyse, sowie 
Immundetektionen, identifizierten IgG Fc binding protein (FCGBP) als Disulfid-
verknüpftes Partnerprotein von TFF3. FCGBP wird in intestinalen Becherzellen 
synthetisiert und ist Bestandteil des intestinalen Mukus. Zudem konnten auch geringe 
Mengen niedermolekularer TFF3-Formen nachgewiesen werden (TFF3-Monomer 
sowie TFF3-Dimer). Diese niedermolekularen Formen konnten auch durch Reduktion 
mit H2S aus dem TFF3-FCGBP-Heteromer freigesetzt werden. Dieser Mechanismus 
ist in Anbetracht der hohen exogenen H2S-Konzentrationen im Lumen des Kolons 
auch in vivo vorstellbar. So könnte der intestinale Mukus ein Reservoir für biologisch 
aktives TFF3 darstellen. Außerdem konnten proteolytische Spaltungen von FCGBP 
beobachtet werden, die in Übereinstimmung mit den bereits von Johansson et al. 
(2009) postulierten multiplen autokatalytischen Spaltstellen stehen. Bei der 
Untersuchung von Kolonkarzinomproben konnte kein TFF3-FCGBP-Heteromer 
nachgewiesen werden, aber dafür ein relativ vermehrtes Auftreten niedermolekularer 
TFF3-Formen. Außerdem ergaben sich erste Hinweise auf mögliche 
posttranslationale Modifikationen der niedermolekularen TFF3-Formen. Dies könnte 














Human TFF3 is a secretory peptide belonging to the trefoil factor family with a 
predicted size of 59 amino acid residues including seven cysteine residues. It is 
predominantly expressed in intestinal goblet cells where it plays a key role in mucosal 
regeneration and repair processes. Thus, TFF3 is an important factor for the 
maintenance of the surface integrity of mucous epithelia. In the course of these 
studies, it was demonstrated that human colonic TFF3 exists mainly as a high 
molecular weight heteromer. Purification of this heteromer and characterization by 
LC-ESI-MS/MS analysis identified the IgG Fc binding protein (FCGBP) as the partner 
of TFF3. TFF3 and FCGBP are covalently linked via disulfide bridges. FCGBP is a 
constituent of intestinal mucus secreted by goblet cells. Furthermore, low amounts of 
TFF3/monomer and only little TFF3/dimer were detected in human colonic extracts. 
These TFF3 forms could also be released in vitro from the purified TFF3-FCGBP 
heteromer by reduction with hydrogen sulfide (H2S). Such a mechanism would be in 
line with the high H2S concentrations reported to be present in the lumen of the 
colon. Consequently, these findings suggest the intestinal mucus to be a reservoir for 
biologically active TFF3. Furthermore, proteolytic processing of FCGBP was 
observed which is in line with multiple autocatalytic cleavages as proposed previously 
by Johansson et al. (J. Proteome Res. 2009;8:3549-3557). Of special note, the 
TFF3-FCGBP heteromer was absent in colon carcinoma samples, where mainly low 
molecular weight forms of TFF3 were detected. There are further indications for 
posttranslational modifications of these forms which open up new aspects concerning 
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B>500A FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 3125.79 58 13.28% 
 A2MG P01023 SEC 163.19 923.22 18 14.86% 
 MUC2 Q02817 SEC 539.96 497.78 13 2.92% 
        
B>500B FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 3570.85 69 15.39% 
 A2MG P01023 SEC 163.19 611.12 13 12.35% 
 MUC2 Q02817 SEC 539.96 115.58 3 0.93% 
        
B123 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1794.45 35 7.42% 
 K2C1 P04264 IC 66.00 165.04 4 6.37% 
        
B73 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1103.64 21 4.11% 
 CLCA1 A8K714 SEC 100.11 309.54 8 11.38% 
        
B61 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1050.36 22 4.33% 
 IGHA1 P01876 SEC 37.63 351.70 7 17.56% 
        
B55 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1922.25 35 8.18% 
 K1C10 P13645 SEC 58.79 257.27 5 9.59% 
        
B51 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1551.10 30 6.35% 
 IGHG1 P01857 SEC 36.08 148.67 5 18.18% 
        
B<14 K2C1 P04264 IC 66.00 1258.03 20 39.91% 
 K1C9 P35527 IC 62.03 1107.73 21 40.61% 
 K2C6B P04259 IC 60.03 481.26 7 13.65% 
 K2C6A P02538 IC 60.01 390.04 1 10.99% 
 K1C14 P02533 IC 51.53 255.95 5 10.38% 
 K1C16 P08779 IC 51.24 250.34 1 10.15% 
 K2C5 P13647 IC 62.34 222.49 3 12.54% 
 K1C10 P13645 IC 58.79 194.48 2 6.85% 
 TFF3 Q07654 SEC 8.64 137.13 3 56.25% 
        
        
Signifikanzwert P  0.05; SEC, sekretorisches Protein; IC, intrazelluläres Protein    
        







































































































































































































































































































































































































































































































































































7.2.1 Zuordnung der massenspektrometrisch identifizierten Peptide zur 
FCGBP-Primärsequenz 
Im Folgenden wird die Lokalisation der durch LC-ESI-MS/MS-Analyse identifizierten 
Peptide innerhalb der FCGBP-Primärsequenz (NCBI Accession NP_003881.2) 
angegeben. In diesem Zusammenhang wurden die Peptide die nach tryptischen 
Verdau aus den Banden B51, B55, B61, B73 und B123 (siehe Anhang 7.2) generiert 
wurden, charakterisiert. Dabei werden Peptide die nur einer Lokalisation innerhalb 
der FCGBP-Primärsequenz zugeordnet werden können rot gekennzeichnet, während 
Peptide welche mehrfach lokalisiert werden konnten in gelb angegeben werden. Die 
schwarzen langen Pfeile markieren dabei potentielle Spaltstellen der 
Signalpeptidase, schwarze kurze Pfeile hingegen deuten vorhergesagte 
autokatalytische Spaltstellen innerhalb der GD/PHY-Sequenz an. Zusätzlich werden 
die Startpositionen der repetitiven Untereinheiten R1-R13s angedeutet. 
In Proteinbande B51 identifizierte Peptide 
      001 MGALWSWWIL WAGATLLWGL TQEASVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPRLLISSL 
      061 SESPASVSIL SQADNTSKKV TVRPGESVMV NISAKAEMIG SKIFQHAVVI HSDYAISVQA 
      121 LNAKPDTAEL TLLRPIQALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VVAGAAGASV SVTLKGSVTF 
      181 NGKFYPAGDV LRVTLQPYNV AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ KHTTCNHVVE 
      241 QLLPTSAWGT HYVVPTLASQ SRYDLAFVVA SQATKLTYNH GGITGSRGLQ AGDVVEFEVR 
      301 PSWPLYLSAN VGIQVLLFGT GAIRNEVTYD PYLVLIPDVA AYCPAYVVKS VPGCEGVALV 
      361 VAQTKAISGL TIDGHAVGAK LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADMIHTAEAT TNLGLLTFGL 
      421 AKAIGYATAA DCGRTVLSPV EPSCEGMQCA AGQRCQVVGG KAGCVAESTA VCRAQGDPHY 
      481 TTFDGRRYDM MGTCSYTMVE LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRRVSYVGL VTVRAYSHSV 









      601 ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGCQNNCPAC 
      661 TPGQAQHYEG DRLCGMLTKL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCVVGGE RLSLCRGLSA 
      721 YAQACLELGI SVGDWRSPAN CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC 
      781 VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS 
      841 CPAGERCSVQ NGLLGCYPDR FGTCQGSGDP HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL 
      901 PAFRVLVENE HRGSQTVSYT RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY LPFQAADGQV 
      961 QVFRQGRDAV VRTDFGLTVT YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP ADDLALRGGG 
     1021 QAANALAFGN SWQEETRPGC GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECGILAD PKGPFRECHS 
     1081 KLDPQGAVRD CVYDRCLLPG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE LCPLSCPPHS 
     1141 HYEACSYGCP LSCGDLPVPG GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG CVHQGTYHPP 
     1201 GQTFYPGPGC DSLCHCQEGG LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS TCQASGDPHY 
     1261 TTFDGRRFDF MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV ITVQVANFTL 
     1321 RLEQRQWKVT VNGVDMKLPV VLANGQIRAS QHGSDVVIET DFGLRVAYDL VYYVRVTVPG 
     1381 NYYQQMCGLC GNYNGDPKDD FQKPNGSQAG NANEFGNSWE EVVPDSPCLP PTPCPPGSED 
     1441 CIPSHKCPPE LEKKYQKEEF CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCIFD LCLGGGNLSI 
     1501 LCSNIHAYVS ACQAAGGHVE PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS ALSAPPQCQD 
     1561 GCAEGCQCDS GFLYNGQACV PIQQCGCYHN GVYYEPEQTV LIDNCRQQCT CHAGKGMVCQ 
     1621 EHSCKPGQVC QPSGGILSCV TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE ATCWLWGDPH 
     1681 YHSFDGRKFD FQGTCNYVLA TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS YVRVVTVAAL 
     1741 GTNISIHKDE IGKVRVNGVL TALPVSVADG RISVTQGASK ALLVADFGLQ VSYDWNWRVD 
     1801 VTLPSSYHGA VCGLCGNMDR NPNNDQVFPN GTLAPSIPIW GGSWRAPGWD PLCWDECRGS 
     1861 CPTCPEDRLE QYEGPGFCGP LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC MGGGDRDILC 
     1921 KALASYVAAC QAAGVVIEDW RAQVGCEITC PENSHYEVCG SPCPASCPSP APLTTPAVCE 
     1981 GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGS 
     2041 LVCTPASCGL GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAWGDPHY VTLDGHRFNF QGTCEYLLSA 
     2101 PCHGPPLGAE NFTVTVANEH RGSQAVSYTR SVTLQIYNHS LTLSARWPRK LQVDGVFVTL 
     2161 PFQLDSLLHA HLSGADVVVT TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL CGNYNQDPAD 
     2221 DLKAVGGKPA GWQVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVIS ATDGPLAPCH 
     2281 GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP DFCPFQCPAH 
     2341 SHYELCGDSC PGSCPSLSAP EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC GCLHDDRYYP 
     2401 LGQTFYPGPG CDSLCRCREG GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS TTCQASGDPH 
     2461 YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA QTCGTRPGLH RFAVLQENVA WGNGRVSVTR VITVQVANFT 
     2521 LRLEQRQWKV TVNGVDMKLP VVLANGQIRA SQHGSDVVIE TDFGLRVAYD LVYYVRVTVP 
     2581 GNYYQLMCGL CGNYNGDPKD DFQKPNGSQA GNANEFGNSW EEVVPDSPCL PPPTCPPGSE 









     2701 ILCSNIHAYV SACQAAGGQV EPWRNETFCP MECPQNSHYE LCADTCSLGC SALSAPLQCP 
     2761 DGCAEGCQCD SGFLYNGQAC VPIQQCGCYH NGAYYEPEQT VLIDNCRQQC TCHVGKVVVC 
     2821 QEHSCKPGQV CQPSGGILSC VNKDPCHGVT CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY EATCWLWGDP 
     2881 HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL ATTGCPGVST QGLTPFTVTT KNQNRGNPAV SYVRVVTVAA 
     2941 LGTNISIHKD EIGKVRVNGV LTALPVSVAD GRISVTQGAS KALLVADFGL QVSYDWNWRV 
     3001 DVTLPSSYHG AVCGLCGNMD RNPNNDQVFP NGTLAPSIPI WGGSWRAPGW DPLCWDECRG 
     3061 SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG PLAPGTGGPF TTCHAHVPPE SFFKGCVLDV CMGGGDRDIL 
     3121 CKALASYVAA CQAAGVVIED WRAQVGCEIT CPENSHYEVC GPPCPASCPS PAPLTTPAVC 
     3181 EGPCVEGCQC DAGFVLSADR CVPLNNGCGC WANGTYHEAG SEFWADGTCS QWCRCGPGGG 
     3241 SLVCTPASCG LGEVCGLLPS GQHGCQPVST AECQAWGDPH YVTLDGHRFD FQGTCEYLLS 
     3301 APCHGPPLGA ENFTVTVANE HRGSQAVSYT RSVTLQIYNH SLTLSARWPR KLQVDGVFVT 
     3361 LPFQLDSLLH AHLSGADVVV TTTSGLSLAF DGDSFVRLRV PAAYAGSLCG LCGNYNQDPA 
     3421 DDLKAVGGKP AGWQVGGAQG CGECVSKPCP SPCTPEQQES FGGPDACGVI SATDGPLAPC 
     3481 HGLVPPAQYF QGCLLDACQV QGHPGGLCPA VATYVAACQA AGAQLREWRR PDFCPFQCPA 
     3541 HSHYELCGDS CPGSCPSLSA PEGCESACRE GCVCDAGFVL SGDTCVPVGQ CGCLHDDRYY 
     3601 PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE GGEVSCEPSS CGPHETCRPS GGSLGCVAVG STTCQASGDP 
     3661 HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL AQTCGTRPGL HRFAVLQENV AWGNGRVSVT RVITVQVANF 
     3721 TLRLEQRQWK VTVNGVDMKL PVVLANGQIR ASQHGSDVVI ETDFGLRVAY DLVYYVRVTV 
     3781 PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK DDFQKPNGSQ AGNANEFGNS WEEVVPDSPC LPPPTCPPGS 
     3841 AGCIPSDKCP PELEKKYQKE EFCGLLSSPT GPLSSCHKLV DPQGPLKDCI FDLCLGGGNL 
     3901 SILCSNIHAY VSACQAAGGH VEPWRNETFC PMECPQNSHY ELCADTCSLG CSALSAPLQC 
     3961 PDGCAEGCQC DSGFLYNGQA CVPIQQCGCY HNGVYYEPEQ TVLIDNCRQQ CTCHVGKVVV 
     4021 CQEHSCKPGQ VCQPSGGILS CVTKDPCHGV TCRPQETCKE QGGQGVCLPN YEATCWLWGD 
     4081 PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQGLTPFTVT TKNQNRGNPA VSYVRVVTVA 
     4141 ALGTNISIHK DEIGKVRVNG VLTALPVSVA DGRISVAQGA SKALLVADFG LQVSYDWNWR 
     4201 VDVTLPSSYH GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSIP IWGGSWRAPG WDPLCWDECR 
     4261 GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGTGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD VCMGGGDRDI 
     4321 LCKALASYVA ACQAAGVVIE DWRAQVGCEI TCPENSHYEV CGPPCPASCP SPAPLTTPAV 
     4381 CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC SQWCRCGPGG 
     4441 GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGCQPVS TAECQAWGDP HYVTLDGHRF DFQGTCEYLL 
     4501 SAPCHGPPLG AENFTVTVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQIYN HSLTLSARWP RKLQVDGVFV 
     4561 ALPFQLDSLL HAHLSGADVV VTTTSGLSLA FDGDSFVRLR VPAAYAASLC GLCGNYNQDP 
     4621 ADDLKAVGGK PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC PSPCTPEQQE SFGGPDACGV ISATDGPLAP 
     4681 CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEWR RPDFCPLQCP 






     4801 YPLGEVFYPG PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR LEDGVQACHA TGCGRCLANG 
     4861 GIHYITLDGR VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSIVLE KNAAGDLQRL LVTVAGQVVS 
     4921 LAQGQQVTVD GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NMVLQTTKGL RLLFDGDAHL LMSIPSPFRG 
     4981 RLCGLCGNFN GNWSDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP QGCPVCLAEE 
     5041 TAPYESNEAC GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL CAQKGDKAFL CRSLAAYTAA 
     5101 CQAAGVAVKP WRTDSFCPLH CPAHSHYSIC TRTCQGSCAA LSGLTGCTTR CFEGCECDDR 
     5161 FLLSQGVCIP VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC SSSSGLTCQA AGCPPGRVCE 
     5221 VKAEARNCWA TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE LSSRCPGLQN TIPWYRVVAE 
     5281 VQICHGKTEA VGQVHIFFQD GMVTLTPNKG VWVNGLRVDL PAEKLASVSV SRTPDGSLLV 
     5341 RQKAGVQVWL GANGKVAVIV SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT NDWHDSQEKP AMEKWRAQDF 








In Proteinbande B55 identifizierte Peptide 
      001 MGALWSWWIL WAGATLLWGL TQEASVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPRLLISSL 
      061 SESPASVSIL SQADNTSKKV TVRPGESVMV NISAKAEMIG SKIFQHAVVI HSDYAISVQA 
      121 LNAKPDTAEL TLLRPIQALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VVAGAAGASV SVTLKGSVTF 
      181 NGKFYPAGDV LRVTLQPYNV AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ KHTTCNHVVE 
      241 QLLPTSAWGT HYVVPTLASQ SRYDLAFVVA SQATKLTYNH GGITGSRGLQ AGDVVEFEVR 
      301 PSWPLYLSAN VGIQVLLFGT GAIRNEVTYD PYLVLIPDVA AYCPAYVVKS VPGCEGVALV 
      361 VAQTKAISGL TIDGHAVGAK LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADMIHTAEAT TNLGLLTFGL 
      421 AKAIGYATAA DCGRTVLSPV EPSCEGMQCA AGQRCQVVGG KAGCVAESTA VCRAQGDPHY 
      481 TTFDGRRYDM MGTCSYTMVE LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRRVSYVGL VTVRAYSHSV 
      541 SLTRGEVGFV LVDNQRSRLP VSLSEGRLRV YQSGPRAVVE LVFGLVVTYD WDCQLALSLP 
      601 ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGCQNNCPAC 
      661 TPGQAQHYEG DRLCGMLTKL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCVVGGE RLSLCRGLSA 
      721 YAQACLELGI SVGDWRSPAN CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC 
      781 VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS 
      841 CPAGERCSVQ NGLLGCYPDR FGTCQGSGDP HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL 
      901 PAFRVLVENE HRGSQTVSYT RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY LPFQAADGQV 
      961 QVFRQGRDAV VRTDFGLTVT YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP ADDLALRGGG 
     1021 QAANALAFGN SWQEETRPGC GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECGILAD PKGPFRECHS 
     1081 KLDPQGAVRD CVYDRCLLPG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE LCPLSCPPHS 
     1141 HYEACSYGCP LSCGDLPVPG GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG CVHQGTYHPP 
     1201 GQTFYPGPGC DSLCHCQEGG LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS TCQASGDPHY 
     1261 TTFDGRRFDF MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV ITVQVANFTL 
     1321 RLEQRQWKVT VNGVDMKLPV VLANGQIRAS QHGSDVVIET DFGLRVAYDL VYYVRVTVPG 
     1381 NYYQQMCGLC GNYNGDPKDD FQKPNGSQAG NANEFGNSWE EVVPDSPCLP PTPCPPGSED 
     1441 CIPSHKCPPE LEKKYQKEEF CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCIFD LCLGGGNLSI 
     1501 LCSNIHAYVS ACQAAGGHVE PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS ALSAPPQCQD 
     1561 GCAEGCQCDS GFLYNGQACV PIQQCGCYHN GVYYEPEQTV LIDNCRQQCT CHAGKGMVCQ 
     1621 EHSCKPGQVC QPSGGILSCV TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE ATCWLWGDPH 
     1681 YHSFDGRKFD FQGTCNYVLA TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS YVRVVTVAAL 
     1741 GTNISIHKDE IGKVRVNGVL TALPVSVADG RISVTQGASK ALLVADFGLQ VSYDWNWRVD 
     1801 VTLPSSYHGA VCGLCGNMDR NPNNDQVFPN GTLAPSIPIW GGSWRAPGWD PLCWDECRGS 
     1861 CPTCPEDRLE QYEGPGFCGP LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC MGGGDRDILC 










     1981 GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGS 
     2041 LVCTPASCGL GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAWGDPHY VTLDGHRFNF QGTCEYLLSA 
     2101 PCHGPPLGAE NFTVTVANEH RGSQAVSYTR SVTLQIYNHS LTLSARWPRK LQVDGVFVTL 
     2161 PFQLDSLLHA HLSGADVVVT TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL CGNYNQDPAD 
     2221 DLKAVGGKPA GWQVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVIS ATDGPLAPCH 
     2281 GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP DFCPFQCPAH 
     2341 SHYELCGDSC PGSCPSLSAP EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC GCLHDDRYYP 
     2401 LGQTFYPGPG CDSLCRCREG GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS TTCQASGDPH 
     2461 YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA QTCGTRPGLH RFAVLQENVA WGNGRVSVTR VITVQVANFT 
     2521 LRLEQRQWKV TVNGVDMKLP VVLANGQIRA SQHGSDVVIE TDFGLRVAYD LVYYVRVTVP 
     2581 GNYYQLMCGL CGNYNGDPKD DFQKPNGSQA GNANEFGNSW EEVVPDSPCL PPPTCPPGSE 
     2641 GCIPSEECPP ELEKKYQKEE FCGLLSSPTG PLSSCHKLVD PQGPLKDCIF DLCLGGGNLS 
     2701 ILCSNIHAYV SACQAAGGQV EPWRNETFCP MECPQNSHYE LCADTCSLGC SALSAPLQCP 
     2761 DGCAEGCQCD SGFLYNGQAC VPIQQCGCYH NGAYYEPEQT VLIDNCRQQC TCHVGKVVVC 
     2821 QEHSCKPGQV CQPSGGILSC VNKDPCHGVT CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY EATCWLWGDP 
     2881 HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL ATTGCPGVST QGLTPFTVTT KNQNRGNPAV SYVRVVTVAA 
     2941 LGTNISIHKD EIGKVRVNGV LTALPVSVAD GRISVTQGAS KALLVADFGL QVSYDWNWRV 
     3001 DVTLPSSYHG AVCGLCGNMD RNPNNDQVFP NGTLAPSIPI WGGSWRAPGW DPLCWDECRG 
     3061 SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG PLAPGTGGPF TTCHAHVPPE SFFKGCVLDV CMGGGDRDIL 
     3121 CKALASYVAA CQAAGVVIED WRAQVGCEIT CPENSHYEVC GPPCPASCPS PAPLTTPAVC 
     3181 EGPCVEGCQC DAGFVLSADR CVPLNNGCGC WANGTYHEAG SEFWADGTCS QWCRCGPGGG 
     3241 SLVCTPASCG LGEVCGLLPS GQHGCQPVST AECQAWGDPH YVTLDGHRFD FQGTCEYLLS 
     3301 APCHGPPLGA ENFTVTVANE HRGSQAVSYT RSVTLQIYNH SLTLSARWPR KLQVDGVFVT 
     3361 LPFQLDSLLH AHLSGADVVV TTTSGLSLAF DGDSFVRLRV PAAYAGSLCG LCGNYNQDPA 
     3421 DDLKAVGGKP AGWQVGGAQG CGECVSKPCP SPCTPEQQES FGGPDACGVI SATDGPLAPC 
     3481 HGLVPPAQYF QGCLLDACQV QGHPGGLCPA VATYVAACQA AGAQLREWRR PDFCPFQCPA 
     3541 HSHYELCGDS CPGSCPSLSA PEGCESACRE GCVCDAGFVL SGDTCVPVGQ CGCLHDDRYY 
     3601 PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE GGEVSCEPSS CGPHETCRPS GGSLGCVAVG STTCQASGDP 
     3661 HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL AQTCGTRPGL HRFAVLQENV AWGNGRVSVT RVITVQVANF 
     3721 TLRLEQRQWK VTVNGVDMKL PVVLANGQIR ASQHGSDVVI ETDFGLRVAY DLVYYVRVTV 
     3781 PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK DDFQKPNGSQ AGNANEFGNS WEEVVPDSPC LPPPTCPPGS 
     3841 AGCIPSDKCP PELEKKYQKE EFCGLLSSPT GPLSSCHKLV DPQGPLKDCI FDLCLGGGNL 
     3901 SILCSNIHAY VSACQAAGGH VEPWRNETFC PMECPQNSHY ELCADTCSLG CSALSAPLQC 
     3961 PDGCAEGCQC DSGFLYNGQA CVPIQQCGCY HNGVYYEPEQ TVLIDNCRQQ CTCHVGKVVV 







     4081 PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQGLTPFTVT TKNQNRGNPA VSYVRVVTVA 
     4141 ALGTNISIHK DEIGKVRVNG VLTALPVSVA DGRISVAQGA SKALLVADFG LQVSYDWNWR 
     4201 VDVTLPSSYH GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSIP IWGGSWRAPG WDPLCWDECR 
     4261 GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGTGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD VCMGGGDRDI 
     4321 LCKALASYVA ACQAAGVVIE DWRAQVGCEI TCPENSHYEV CGPPCPASCP SPAPLTTPAV 
     4381 CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC SQWCRCGPGG 
     4441 GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGCQPVS TAECQAWGDP HYVTLDGHRF DFQGTCEYLL 
     4501 SAPCHGPPLG AENFTVTVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQIYN HSLTLSARWP RKLQVDGVFV 
     4561 ALPFQLDSLL HAHLSGADVV VTTTSGLSLA FDGDSFVRLR VPAAYAASLC GLCGNYNQDP 
     4621 ADDLKAVGGK PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC PSPCTPEQQE SFGGPDACGV ISATDGPLAP 
     4681 CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEWR RPDFCPLQCP 
     4741 AHSHYELCGD SCPVSCPSLS APEGCESACR EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG QCGCLHDGRY 
     4801 YPLGEVFYPG PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR LEDGVQACHA TGCGRCLANG 
     4861 GIHYITLDGR VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSIVLE KNAAGDLQRL LVTVAGQVVS 
     4921 LAQGQQVTVD GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NMVLQTTKGL RLLFDGDAHL LMSIPSPFRG 
     4981 RLCGLCGNFN GNWSDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP QGCPVCLAEE 
     5041 TAPYESNEAC GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL CAQKGDKAFL CRSLAAYTAA 
     5101 CQAAGVAVKP WRTDSFCPLH CPAHSHYSIC TRTCQGSCAA LSGLTGCTTR CFEGCECDDR 
     5161 FLLSQGVCIP VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC SSSSGLTCQA AGCPPGRVCE 
     5221 VKAEARNCWA TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE LSSRCPGLQN TIPWYRVVAE 
     5281 VQICHGKTEA VGQVHIFFQD GMVTLTPNKG VWVNGLRVDL PAEKLASVSV SRTPDGSLLV 
     5341 RQKAGVQVWL GANGKVAVIV SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT NDWHDSQEKP AMEKWRAQDF 








In Proteinbande B61 identifizierte Peptide 
      001 MGALWSWWIL WAGATLLWGL TQEASVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPRLLISSL 
      061 SESPASVSIL SQADNTSKKV TVRPGESVMV NISAKAEMIG SKIFQHAVVI HSDYAISVQA 
      121 LNAKPDTAEL TLLRPIQALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VVAGAAGASV SVTLKGSVTF 
      181 NGKFYPAGDV LRVTLQPYNV AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ KHTTCNHVVE 
      241 QLLPTSAWGT HYVVPTLASQ SRYDLAFVVA SQATKLTYNH GGITGSRGLQ AGDVVEFEVR 
      301 PSWPLYLSAN VGIQVLLFGT GAIRNEVTYD PYLVLIPDVA AYCPAYVVKS VPGCEGVALV 
      361 VAQTKAISGL TIDGHAVGAK LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADMIHTAEAT TNLGLLTFGL 
      421 AKAIGYATAA DCGRTVLSPV EPSCEGMQCA AGQRCQVVGG KAGCVAESTA VCRAQGDPHY 
      481 TTFDGRRYDM MGTCSYTMVE LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRRVSYVGL VTVRAYSHSV 
      541 SLTRGEVGFV LVDNQRSRLP VSLSEGRLRV YQSGPRAVVE LVFGLVVTYD WDCQLALSLP 
      601 ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGCQNNCPAC 
      661 TPGQAQHYEG DRLCGMLTKL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCVVGGE RLSLCRGLSA 
      721 YAQACLELGI SVGDWRSPAN CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC 
      781 VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS 
      841 CPAGERCSVQ NGLLGCYPDR FGTCQGSGDP HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL 
      901 PAFRVLVENE HRGSQTVSYT RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY LPFQAADGQV 
      961 QVFRQGRDAV VRTDFGLTVT YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP ADDLALRGGG 
     1021 QAANALAFGN SWQEETRPGC GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECGILAD PKGPFRECHS 
     1081 KLDPQGAVRD CVYDRCLLPG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE LCPLSCPPHS 
     1141 HYEACSYGCP LSCGDLPVPG GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG CVHQGTYHPP 
     1201 GQTFYPGPGC DSLCHCQEGG LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS TCQASGDPHY 
     1261 TTFDGRRFDF MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV ITVQVANFTL 
     1321 RLEQRQWKVT VNGVDMKLPV VLANGQIRAS QHGSDVVIET DFGLRVAYDL VYYVRVTVPG 
     1381 NYYQQMCGLC GNYNGDPKDD FQKPNGSQAG NANEFGNSWE EVVPDSPCLP PTPCPPGSED 
     1441 CIPSHKCPPE LEKKYQKEEF CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCIFD LCLGGGNLSI 
     1501 LCSNIHAYVS ACQAAGGHVE PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS ALSAPPQCQD 
     1561 GCAEGCQCDS GFLYNGQACV PIQQCGCYHN GVYYEPEQTV LIDNCRQQCT CHAGKGMVCQ 
     1621 EHSCKPGQVC QPSGGILSCV TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE ATCWLWGDPH 
     1681 YHSFDGRKFD FQGTCNYVLA TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS YVRVVTVAAL 
     1741 GTNISIHKDE IGKVRVNGVL TALPVSVADG RISVTQGASK ALLVADFGLQ VSYDWNWRVD 
     1801 VTLPSSYHGA VCGLCGNMDR NPNNDQVFPN GTLAPSIPIW GGSWRAPGWD PLCWDECRGS 
     1861 CPTCPEDRLE QYEGPGFCGP LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC MGGGDRDILC 










     1981 GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGS 
     2041 LVCTPASCGL GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAWGDPHY VTLDGHRFNF QGTCEYLLSA 
     2101 PCHGPPLGAE NFTVTVANEH RGSQAVSYTR SVTLQIYNHS LTLSARWPRK LQVDGVFVTL 
     2161 PFQLDSLLHA HLSGADVVVT TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL CGNYNQDPAD 
     2221 DLKAVGGKPA GWQVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVIS ATDGPLAPCH 
     2281 GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP DFCPFQCPAH 
     2341 SHYELCGDSC PGSCPSLSAP EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC GCLHDDRYYP 
     2401 LGQTFYPGPG CDSLCRCREG GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS TTCQASGDPH 
     2461 YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA QTCGTRPGLH RFAVLQENVA WGNGRVSVTR VITVQVANFT 
     2521 LRLEQRQWKV TVNGVDMKLP VVLANGQIRA SQHGSDVVIE TDFGLRVAYD LVYYVRVTVP 
     2581 GNYYQLMCGL CGNYNGDPKD DFQKPNGSQA GNANEFGNSW EEVVPDSPCL PPPTCPPGSE 
     2641 GCIPSEECPP ELEKKYQKEE FCGLLSSPTG PLSSCHKLVD PQGPLKDCIF DLCLGGGNLS 
     2701 ILCSNIHAYV SACQAAGGQV EPWRNETFCP MECPQNSHYE LCADTCSLGC SALSAPLQCP 
     2761 DGCAEGCQCD SGFLYNGQAC VPIQQCGCYH NGAYYEPEQT VLIDNCRQQC TCHVGKVVVC 
     2821 QEHSCKPGQV CQPSGGILSC VNKDPCHGVT CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY EATCWLWGDP 
     2881 HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL ATTGCPGVST QGLTPFTVTT KNQNRGNPAV SYVRVVTVAA 
     2941 LGTNISIHKD EIGKVRVNGV LTALPVSVAD GRISVTQGAS KALLVADFGL QVSYDWNWRV 
     3001 DVTLPSSYHG AVCGLCGNMD RNPNNDQVFP NGTLAPSIPI WGGSWRAPGW DPLCWDECRG 
     3061 SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG PLAPGTGGPF TTCHAHVPPE SFFKGCVLDV CMGGGDRDIL 
     3121 CKALASYVAA CQAAGVVIED WRAQVGCEIT CPENSHYEVC GPPCPASCPS PAPLTTPAVC 
     3181 EGPCVEGCQC DAGFVLSADR CVPLNNGCGC WANGTYHEAG SEFWADGTCS QWCRCGPGGG 
     3241 SLVCTPASCG LGEVCGLLPS GQHGCQPVST AECQAWGDPH YVTLDGHRFD FQGTCEYLLS 
     3301 APCHGPPLGA ENFTVTVANE HRGSQAVSYT RSVTLQIYNH SLTLSARWPR KLQVDGVFVT 
     3361 LPFQLDSLLH AHLSGADVVV TTTSGLSLAF DGDSFVRLRV PAAYAGSLCG LCGNYNQDPA 
     3421 DDLKAVGGKP AGWQVGGAQG CGECVSKPCP SPCTPEQQES FGGPDACGVI SATDGPLAPC 
     3481 HGLVPPAQYF QGCLLDACQV QGHPGGLCPA VATYVAACQA AGAQLREWRR PDFCPFQCPA 
     3541 HSHYELCGDS CPGSCPSLSA PEGCESACRE GCVCDAGFVL SGDTCVPVGQ CGCLHDDRYY 
     3601 PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE GGEVSCEPSS CGPHETCRPS GGSLGCVAVG STTCQASGDP 
     3661 HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL AQTCGTRPGL HRFAVLQENV AWGNGRVSVT RVITVQVANF 
     3721 TLRLEQRQWK VTVNGVDMKL PVVLANGQIR ASQHGSDVVI ETDFGLRVAY DLVYYVRVTV 
     3781 PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK DDFQKPNGSQ AGNANEFGNS WEEVVPDSPC LPPPTCPPGS 
     3841 AGCIPSDKCP PELEKKYQKE EFCGLLSSPT GPLSSCHKLV DPQGPLKDCI FDLCLGGGNL 
     3901 SILCSNIHAY VSACQAAGGH VEPWRNETFC PMECPQNSHY ELCADTCSLG CSALSAPLQC 
     3961 PDGCAEGCQC DSGFLYNGQA CVPIQQCGCY HNGVYYEPEQ TVLIDNCRQQ CTCHVGKVVV 







     4081 PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQGLTPFTVT TKNQNRGNPA VSYVRVVTVA 
     4141 ALGTNISIHK DEIGKVRVNG VLTALPVSVA DGRISVAQGA SKALLVADFG LQVSYDWNWR 
     4201 VDVTLPSSYH GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSIP IWGGSWRAPG WDPLCWDECR 
     4261 GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGTGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD VCMGGGDRDI 
     4321 LCKALASYVA ACQAAGVVIE DWRAQVGCEI TCPENSHYEV CGPPCPASCP SPAPLTTPAV 
     4381 CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC SQWCRCGPGG 
     4441 GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGCQPVS TAECQAWGDP HYVTLDGHRF DFQGTCEYLL 
     4501 SAPCHGPPLG AENFTVTVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQIYN HSLTLSARWP RKLQVDGVFV 
     4561 ALPFQLDSLL HAHLSGADVV VTTTSGLSLA FDGDSFVRLR VPAAYAASLC GLCGNYNQDP 
     4621 ADDLKAVGGK PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC PSPCTPEQQE SFGGPDACGV ISATDGPLAP 
     4681 CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEWR RPDFCPLQCP 
     4741 AHSHYELCGD SCPVSCPSLS APEGCESACR EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG QCGCLHDGRY 
     4801 YPLGEVFYPG PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR LEDGVQACHA TGCGRCLANG 
     4861 GIHYITLDGR VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSIVLE KNAAGDLQRL LVTVAGQVVS 
     4921 LAQGQQVTVD GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NMVLQTTKGL RLLFDGDAHL LMSIPSPFRG 
     4981 RLCGLCGNFN GNWSDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP QGCPVCLAEE 
     5041 TAPYESNEAC GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL CAQKGDKAFL CRSLAAYTAA 
     5101 CQAAGVAVKP WRTDSFCPLH CPAHSHYSIC TRTCQGSCAA LSGLTGCTTR CFEGCECDDR 
     5161 FLLSQGVCIP VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC SSSSGLTCQA AGCPPGRVCE 
     5221 VKAEARNCWA TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE LSSRCPGLQN TIPWYRVVAE 
     5281 VQICHGKTEA VGQVHIFFQD GMVTLTPNKG VWVNGLRVDL PAEKLASVSV SRTPDGSLLV 
     5341 RQKAGVQVWL GANGKVAVIV SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT NDWHDSQEKP AMEKWRAQDF 








In Proteinbande B73 identifizierte Peptide 
      001 MGALWSWWIL WAGATLLWGL TQEASVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPRLLISSL 
      061 SESPASVSIL SQADNTSKKV TVRPGESVMV NISAKAEMIG SKIFQHAVVI HSDYAISVQA 
      121 LNAKPDTAEL TLLRPIQALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VVAGAAGASV SVTLKGSVTF 
      181 NGKFYPAGDV LRVTLQPYNV AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ KHTTCNHVVE 
      241 QLLPTSAWGT HYVVPTLASQ SRYDLAFVVA SQATKLTYNH GGITGSRGLQ AGDVVEFEVR 
      301 PSWPLYLSAN VGIQVLLFGT GAIRNEVTYD PYLVLIPDVA AYCPAYVVKS VPGCEGVALV 
      361 VAQTKAISGL TIDGHAVGAK LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADMIHTAEAT TNLGLLTFGL 
      421 AKAIGYATAA DCGRTVLSPV EPSCEGMQCA AGQRCQVVGG KAGCVAESTA VCRAQGDPHY 
      481 TTFDGRRYDM MGTCSYTMVE LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRRVSYVGL VTVRAYSHSV 
      541 SLTRGEVGFV LVDNQRSRLP VSLSEGRLRV YQSGPRAVVE LVFGLVVTYD WDCQLALSLP 
      601 ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGCQNNCPAC 
      661 TPGQAQHYEG DRLCGMLTKL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCVVGGE RLSLCRGLSA 
      721 YAQACLELGI SVGDWRSPAN CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC 
      781 VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS 
      841 CPAGERCSVQ NGLLGCYPDR FGTCQGSGDP HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL 
      901 PAFRVLVENE HRGSQTVSYT RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY LPFQAADGQV 
      961 QVFRQGRDAV VRTDFGLTVT YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP ADDLALRGGG 
     1021 QAANALAFGN SWQEETRPGC GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECGILAD PKGPFRECHS 
     1081 KLDPQGAVRD CVYDRCLLPG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE LCPLSCPPHS 
     1141 HYEACSYGCP LSCGDLPVPG GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG CVHQGTYHPP 
     1201 GQTFYPGPGC DSLCHCQEGG LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS TCQASGDPHY 
     1261 TTFDGRRFDF MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV ITVQVANFTL 
     1321 RLEQRQWKVT VNGVDMKLPV VLANGQIRAS QHGSDVVIET DFGLRVAYDL VYYVRVTVPG 
     1381 NYYQQMCGLC GNYNGDPKDD FQKPNGSQAG NANEFGNSWE EVVPDSPCLP PTPCPPGSED 
     1441 CIPSHKCPPE LEKKYQKEEF CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCIFD LCLGGGNLSI 
     1501 LCSNIHAYVS ACQAAGGHVE PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS ALSAPPQCQD 
     1561 GCAEGCQCDS GFLYNGQACV PIQQCGCYHN GVYYEPEQTV LIDNCRQQCT CHAGKGMVCQ 
     1621 EHSCKPGQVC QPSGGILSCV TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE ATCWLWGDPH 
     1681 YHSFDGRKFD FQGTCNYVLA TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS YVRVVTVAAL 
     1741 GTNISIHKDE IGKVRVNGVL TALPVSVADG RISVTQGASK ALLVADFGLQ VSYDWNWRVD 
     1801 VTLPSSYHGA VCGLCGNMDR NPNNDQVFPN GTLAPSIPIW GGSWRAPGWD PLCWDECRGS 
     1861 CPTCPEDRLE QYEGPGFCGP LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC MGGGDRDILC 










     1981 GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGS 
     2041 LVCTPASCGL GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAWGDPHY VTLDGHRFNF QGTCEYLLSA 
     2101 PCHGPPLGAE NFTVTVANEH RGSQAVSYTR SVTLQIYNHS LTLSARWPRK LQVDGVFVTL 
     2161 PFQLDSLLHA HLSGADVVVT TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL CGNYNQDPAD 
     2221 DLKAVGGKPA GWQVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVIS ATDGPLAPCH 
     2281 GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP DFCPFQCPAH 
     2341 SHYELCGDSC PGSCPSLSAP EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC GCLHDDRYYP 
     2401 LGQTFYPGPG CDSLCRCREG GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS TTCQASGDPH 
     2461 YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA QTCGTRPGLH RFAVLQENVA WGNGRVSVTR VITVQVANFT 
     2521 LRLEQRQWKV TVNGVDMKLP VVLANGQIRA SQHGSDVVIE TDFGLRVAYD LVYYVRVTVP 
     2581 GNYYQLMCGL CGNYNGDPKD DFQKPNGSQA GNANEFGNSW EEVVPDSPCL PPPTCPPGSE 
     2641 GCIPSEECPP ELEKKYQKEE FCGLLSSPTG PLSSCHKLVD PQGPLKDCIF DLCLGGGNLS 
     2701 ILCSNIHAYV SACQAAGGQV EPWRNETFCP MECPQNSHYE LCADTCSLGC SALSAPLQCP 
     2761 DGCAEGCQCD SGFLYNGQAC VPIQQCGCYH NGAYYEPEQT VLIDNCRQQC TCHVGKVVVC 
     2821 QEHSCKPGQV CQPSGGILSC VNKDPCHGVT CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY EATCWLWGDP 
     2881 HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL ATTGCPGVST QGLTPFTVTT KNQNRGNPAV SYVRVVTVAA 
     2941 LGTNISIHKD EIGKVRVNGV LTALPVSVAD GRISVTQGAS KALLVADFGL QVSYDWNWRV 
     3001 DVTLPSSYHG AVCGLCGNMD RNPNNDQVFP NGTLAPSIPI WGGSWRAPGW DPLCWDECRG 
     3061 SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG PLAPGTGGPF TTCHAHVPPE SFFKGCVLDV CMGGGDRDIL 
     3121 CKALASYVAA CQAAGVVIED WRAQVGCEIT CPENSHYEVC GPPCPASCPS PAPLTTPAVC 
     3181 EGPCVEGCQC DAGFVLSADR CVPLNNGCGC WANGTYHEAG SEFWADGTCS QWCRCGPGGG 
     3241 SLVCTPASCG LGEVCGLLPS GQHGCQPVST AECQAWGDPH YVTLDGHRFD FQGTCEYLLS 
     3301 APCHGPPLGA ENFTVTVANE HRGSQAVSYT RSVTLQIYNH SLTLSARWPR KLQVDGVFVT 
     3361 LPFQLDSLLH AHLSGADVVV TTTSGLSLAF DGDSFVRLRV PAAYAGSLCG LCGNYNQDPA 
     3421 DDLKAVGGKP AGWQVGGAQG CGECVSKPCP SPCTPEQQES FGGPDACGVI SATDGPLAPC 
     3481 HGLVPPAQYF QGCLLDACQV QGHPGGLCPA VATYVAACQA AGAQLREWRR PDFCPFQCPA 
     3541 HSHYELCGDS CPGSCPSLSA PEGCESACRE GCVCDAGFVL SGDTCVPVGQ CGCLHDDRYY 
     3601 PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE GGEVSCEPSS CGPHETCRPS GGSLGCVAVG STTCQASGDP 
     3661 HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL AQTCGTRPGL HRFAVLQENV AWGNGRVSVT RVITVQVANF 
     3721 TLRLEQRQWK VTVNGVDMKL PVVLANGQIR ASQHGSDVVI ETDFGLRVAY DLVYYVRVTV 
     3781 PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK DDFQKPNGSQ AGNANEFGNS WEEVVPDSPC LPPPTCPPGS 
     3841 AGCIPSDKCP PELEKKYQKE EFCGLLSSPT GPLSSCHKLV DPQGPLKDCI FDLCLGGGNL 
     3901 SILCSNIHAY VSACQAAGGH VEPWRNETFC PMECPQNSHY ELCADTCSLG CSALSAPLQC 
     3961 PDGCAEGCQC DSGFLYNGQA CVPIQQCGCY HNGVYYEPEQ TVLIDNCRQQ CTCHVGKVVV 







     4081 PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQGLTPFTVT TKNQNRGNPA VSYVRVVTVA 
     4141 ALGTNISIHK DEIGKVRVNG VLTALPVSVA DGRISVAQGA SKALLVADFG LQVSYDWNWR 
     4201 VDVTLPSSYH GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSIP IWGGSWRAPG WDPLCWDECR 
     4261 GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGTGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD VCMGGGDRDI 
     4321 LCKALASYVA ACQAAGVVIE DWRAQVGCEI TCPENSHYEV CGPPCPASCP SPAPLTTPAV 
     4381 CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC SQWCRCGPGG 
     4441 GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGCQPVS TAECQAWGDP HYVTLDGHRF DFQGTCEYLL 
     4501 SAPCHGPPLG AENFTVTVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQIYN HSLTLSARWP RKLQVDGVFV 
     4561 ALPFQLDSLL HAHLSGADVV VTTTSGLSLA FDGDSFVRLR VPAAYAASLC GLCGNYNQDP 
     4621 ADDLKAVGGK PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC PSPCTPEQQE SFGGPDACGV ISATDGPLAP 
     4681 CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEWR RPDFCPLQCP 
     4741 AHSHYELCGD SCPVSCPSLS APEGCESACR EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG QCGCLHDGRY 
     4801 YPLGEVFYPG PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR LEDGVQACHA TGCGRCLANG 
     4861 GIHYITLDGR VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSIVLE KNAAGDLQRL LVTVAGQVVS 
     4921 LAQGQQVTVD GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NMVLQTTKGL RLLFDGDAHL LMSIPSPFRG 
     4981 RLCGLCGNFN GNWSDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP QGCPVCLAEE 
     5041 TAPYESNEAC GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL CAQKGDKAFL CRSLAAYTAA 
     5101 CQAAGVAVKP WRTDSFCPLH CPAHSHYSIC TRTCQGSCAA LSGLTGCTTR CFEGCECDDR 
     5161 FLLSQGVCIP VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC SSSSGLTCQA AGCPPGRVCE 
     5221 VKAEARNCWA TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE LSSRCPGLQN TIPWYRVVAE 
     5281 VQICHGKTEA VGQVHIFFQD GMVTLTPNKG VWVNGLRVDL PAEKLASVSV SRTPDGSLLV 
     5341 RQKAGVQVWL GANGKVAVIV SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT NDWHDSQEKP AMEKWRAQDF 








In Proteinbande B123 identifizierte Peptide 
      001 MGALWSWWIL WAGATLLWGL TQEASVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPRLLISSL 
      061 SESPASVSIL SQADNTSKKV TVRPGESVMV NISAKAEMIG SKIFQHAVVI HSDYAISVQA 
      121 LNAKPDTAEL TLLRPIQALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VVAGAAGASV SVTLKGSVTF 
      181 NGKFYPAGDV LRVTLQPYNV AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ KHTTCNHVVE 
      241 QLLPTSAWGT HYVVPTLASQ SRYDLAFVVA SQATKLTYNH GGITGSRGLQ AGDVVEFEVR 
      301 PSWPLYLSAN VGIQVLLFGT GAIRNEVTYD PYLVLIPDVA AYCPAYVVKS VPGCEGVALV 
      361 VAQTKAISGL TIDGHAVGAK LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADMIHTAEAT TNLGLLTFGL 
      421 AKAIGYATAA DCGRTVLSPV EPSCEGMQCA AGQRCQVVGG KAGCVAESTA VCRAQGDPHY 
      481 TTFDGRRYDM MGTCSYTMVE LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRRVSYVGL VTVRAYSHSV 
      541 SLTRGEVGFV LVDNQRSRLP VSLSEGRLRV YQSGPRAVVE LVFGLVVTYD WDCQLALSLP 
      601 ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGCQNNCPAC 
      661 TPGQAQHYEG DRLCGMLTKL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCVVGGE RLSLCRGLSA 
      721 YAQACLELGI SVGDWRSPAN CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC 
      781 VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS 
      841 CPAGERCSVQ NGLLGCYPDR FGTCQGSGDP HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL 
      901 PAFRVLVENE HRGSQTVSYT RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY LPFQAADGQV 
      961 QVFRQGRDAV VRTDFGLTVT YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP ADDLALRGGG 
     1021 QAANALAFGN SWQEETRPGC GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECGILAD PKGPFRECHS 
     1081 KLDPQGAVRD CVYDRCLLPG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE LCPLSCPPHS 
     1141 HYEACSYGCP LSCGDLPVPG GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG CVHQGTYHPP 
     1201 GQTFYPGPGC DSLCHCQEGG LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS TCQASGDPHY 
     1261 TTFDGRRFDF MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV ITVQVANFTL 
     1321 RLEQRQWKVT VNGVDMKLPV VLANGQIRAS QHGSDVVIET DFGLRVAYDL VYYVRVTVPG 
     1381 NYYQQMCGLC GNYNGDPKDD FQKPNGSQAG NANEFGNSWE EVVPDSPCLP PTPCPPGSED 
     1441 CIPSHKCPPE LEKKYQKEEF CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCIFD LCLGGGNLSI 
     1501 LCSNIHAYVS ACQAAGGHVE PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS ALSAPPQCQD 
     1561 GCAEGCQCDS GFLYNGQACV PIQQCGCYHN GVYYEPEQTV LIDNCRQQCT CHAGKGMVCQ 
     1621 EHSCKPGQVC QPSGGILSCV TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE ATCWLWGDPH 
     1681 YHSFDGRKFD FQGTCNYVLA TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS YVRVVTVAAL 
     1741 GTNISIHKDE IGKVRVNGVL TALPVSVADG RISVTQGASK ALLVADFGLQ VSYDWNWRVD 
     1801 VTLPSSYHGA VCGLCGNMDR NPNNDQVFPN GTLAPSIPIW GGSWRAPGWD PLCWDECRGS 
     1861 CPTCPEDRLE QYEGPGFCGP LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC MGGGDRDILC 










     1981 GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGS 
     2041 LVCTPASCGL GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAWGDPHY VTLDGHRFNF QGTCEYLLSA 
     2101 PCHGPPLGAE NFTVTVANEH RGSQAVSYTR SVTLQIYNHS LTLSARWPRK LQVDGVFVTL 
     2161 PFQLDSLLHA HLSGADVVVT TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL CGNYNQDPAD 
     2221 DLKAVGGKPA GWQVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVIS ATDGPLAPCH 
     2281 GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP DFCPFQCPAH 
     2341 SHYELCGDSC PGSCPSLSAP EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC GCLHDDRYYP 
     2401 LGQTFYPGPG CDSLCRCREG GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS TTCQASGDPH 
     2461 YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA QTCGTRPGLH RFAVLQENVA WGNGRVSVTR VITVQVANFT 
     2521 LRLEQRQWKV TVNGVDMKLP VVLANGQIRA SQHGSDVVIE TDFGLRVAYD LVYYVRVTVP 
     2581 GNYYQLMCGL CGNYNGDPKD DFQKPNGSQA GNANEFGNSW EEVVPDSPCL PPPTCPPGSE 
     2641 GCIPSEECPP ELEKKYQKEE FCGLLSSPTG PLSSCHKLVD PQGPLKDCIF DLCLGGGNLS 
     2701 ILCSNIHAYV SACQAAGGQV EPWRNETFCP MECPQNSHYE LCADTCSLGC SALSAPLQCP 
     2761 DGCAEGCQCD SGFLYNGQAC VPIQQCGCYH NGAYYEPEQT VLIDNCRQQC TCHVGKVVVC 
     2821 QEHSCKPGQV CQPSGGILSC VNKDPCHGVT CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY EATCWLWGDP 
     2881 HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL ATTGCPGVST QGLTPFTVTT KNQNRGNPAV SYVRVVTVAA 
     2941 LGTNISIHKD EIGKVRVNGV LTALPVSVAD GRISVTQGAS KALLVADFGL QVSYDWNWRV 
     3001 DVTLPSSYHG AVCGLCGNMD RNPNNDQVFP NGTLAPSIPI WGGSWRAPGW DPLCWDECRG 
     3061 SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG PLAPGTGGPF TTCHAHVPPE SFFKGCVLDV CMGGGDRDIL 
     3121 CKALASYVAA CQAAGVVIED WRAQVGCEIT CPENSHYEVC GPPCPASCPS PAPLTTPAVC 
     3181 EGPCVEGCQC DAGFVLSADR CVPLNNGCGC WANGTYHEAG SEFWADGTCS QWCRCGPGGG 
     3241 SLVCTPASCG LGEVCGLLPS GQHGCQPVST AECQAWGDPH YVTLDGHRFD FQGTCEYLLS 
     3301 APCHGPPLGA ENFTVTVANE HRGSQAVSYT RSVTLQIYNH SLTLSARWPR KLQVDGVFVT 
     3361 LPFQLDSLLH AHLSGADVVV TTTSGLSLAF DGDSFVRLRV PAAYAGSLCG LCGNYNQDPA 
     3421 DDLKAVGGKP AGWQVGGAQG CGECVSKPCP SPCTPEQQES FGGPDACGVI SATDGPLAPC 
     3481 HGLVPPAQYF QGCLLDACQV QGHPGGLCPA VATYVAACQA AGAQLREWRR PDFCPFQCPA 
     3541 HSHYELCGDS CPGSCPSLSA PEGCESACRE GCVCDAGFVL SGDTCVPVGQ CGCLHDDRYY 
     3601 PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE GGEVSCEPSS CGPHETCRPS GGSLGCVAVG STTCQASGDP 
     3661 HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL AQTCGTRPGL HRFAVLQENV AWGNGRVSVT RVITVQVANF 
     3721 TLRLEQRQWK VTVNGVDMKL PVVLANGQIR ASQHGSDVVI ETDFGLRVAY DLVYYVRVTV 
     3781 PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK DDFQKPNGSQ AGNANEFGNS WEEVVPDSPC LPPPTCPPGS 
     3841 AGCIPSDKCP PELEKKYQKE EFCGLLSSPT GPLSSCHKLV DPQGPLKDCI FDLCLGGGNL 
     3901 SILCSNIHAY VSACQAAGGH VEPWRNETFC PMECPQNSHY ELCADTCSLG CSALSAPLQC 
     3961 PDGCAEGCQC DSGFLYNGQA CVPIQQCGCY HNGVYYEPEQ TVLIDNCRQQ CTCHVGKVVV 







     4081 PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQGLTPFTVT TKNQNRGNPA VSYVRVVTVA 
     4141 ALGTNISIHK DEIGKVRVNG VLTALPVSVA DGRISVAQGA SKALLVADFG LQVSYDWNWR 
     4201 VDVTLPSSYH GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSIP IWGGSWRAPG WDPLCWDECR 
     4261 GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGTGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD VCMGGGDRDI 
     4321 LCKALASYVA ACQAAGVVIE DWRAQVGCEI TCPENSHYEV CGPPCPASCP SPAPLTTPAV 
     4381 CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC SQWCRCGPGG 
     4441 GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGCQPVS TAECQAWGDP HYVTLDGHRF DFQGTCEYLL 
     4501 SAPCHGPPLG AENFTVTVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQIYN HSLTLSARWP RKLQVDGVFV 
     4561 ALPFQLDSLL HAHLSGADVV VTTTSGLSLA FDGDSFVRLR VPAAYAASLC GLCGNYNQDP 
     4621 ADDLKAVGGK PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC PSPCTPEQQE SFGGPDACGV ISATDGPLAP 
     4681 CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEWR RPDFCPLQCP 
     4741 AHSHYELCGD SCPVSCPSLS APEGCESACR EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG QCGCLHDGRY 
     4801 YPLGEVFYPG PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR LEDGVQACHA TGCGRCLANG 
     4861 GIHYITLDGR VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSIVLE KNAAGDLQRL LVTVAGQVVS 
     4921 LAQGQQVTVD GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NMVLQTTKGL RLLFDGDAHL LMSIPSPFRG 
     4981 RLCGLCGNFN GNWSDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP QGCPVCLAEE 
     5041 TAPYESNEAC GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL CAQKGDKAFL CRSLAAYTAA 
     5101 CQAAGVAVKP WRTDSFCPLH CPAHSHYSIC TRTCQGSCAA LSGLTGCTTR CFEGCECDDR 
     5161 FLLSQGVCIP VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC SSSSGLTCQA AGCPPGRVCE 
     5221 VKAEARNCWA TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE LSSRCPGLQN TIPWYRVVAE 
     5281 VQICHGKTEA VGQVHIFFQD GMVTLTPNKG VWVNGLRVDL PAEKLASVSV SRTPDGSLLV 
     5341 RQKAGVQVWL GANGKVAVIV SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT NDWHDSQEKP AMEKWRAQDF 




7.3 Vorkommen des TFF3-FCGBP-Heteromers im 
Gastrointestinaltrakt 
 
Tab. 21: untersuchte Gewebeproben 
Gewebe TFF3-FCGBP-Heteromer Niedermolekulare TFF3-Formen 
238-Ks; 262-Ks; 270-Ks; 289-Ks; 342-Ks; 
302-Ks; 316-Ks; 319-Ks; 324-Ks; 328-Ks; 
346-K; 356-K; 371-Kcoe; 378-Kcoe; 386-
Ks; 412-K 
ja ja 
254-Dprox.; 285-Dprox.; 290-Dprox.; 311-
Dprox.; 321-D 
ja ja 
152-MA; 182-MA; 249-MA; 253-MA; 257-
MA; 322-MA; 373-MA; 379-MA 
ja ja 





















































Abb. 15: Prozessierbarkeit von FCGBP. 
Vergleich der repetitiven Einheiten (R1-R12, 
R13s) basierend auf NCBI Accession number 
NP_003881.2. Zur Maximierung der 
homologen Abfolge der Disulfidreste (Grün 
hervorgehoben) wurden entsprechende Lücken 
eingefügt. Autokatalytische Schnittstellen in der 
Sequenz (W)GD↓PHY (Rot hervorgehoben) 
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Zusätzlich 
sind die Sequenzen markiert, welche mit der 
von Willebrand Faktor D-Domäne, der C8-
Domäne, der Trypsin Inhibitor ähnlichen (TIL) 
cysteinreichen Domäne, sowie dem CXXC 
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